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Resumen 
 
La activación de los receptores β-adrenérgicos provoca un aumento en el ritmo 
cardiaco, la contractibilidad y la frecuencia de la relajación del corazón. En las células 
contráctiles ventriculares, los cardiomiocitos, la activación de estos receptores induce 
cambios en el potencial de acción (AP) como consecuencia de la regulación de diversos 
canales involucrados en este proceso. Entre ellos, el canal de calcio (Ca2+) Cav1.2, lo que 
genera un aumento en la corriente de Ca2+ tipo L (ICaL). Los canales de Ca
2+ dependientes de 
potencial tipo L (L-VDCC) son la principal vía de entrada de Ca2+ en el corazón; éstos son 
activados por la despolarización de la membrana durante el AP, y posteriormente inactivados 
a través de mecanismos dependientes de potencial, y de Ca2+. Ha sido descrito que, bajo 
estimulación β-adrenérgica, los AP de rata adulta disminuyen su duración, sin embargo, el 
cómo ocurre este acortamiento no ha sido completamente dilucidado. En particular, cómo los 
mecanismos de inactivación del canal Cav1.2 influyen en la morfología es desconocido, por 
lo que la hipótesis de este trabajo es que el estímulo con Isoproterenol sobre los 
cardiomiocitos de rata neonata modifica el potencial de acción mediante la modulación de 
las cinéticas de  inactivación del canal Cav1.2. Es por ello, que en esta tesis fueron estudiadas 
las cinéticas de inactivación del canal Cav1.2 durante el AP de cardiomiocitos neonatos bajo 
estimulación con Isoproterenol en base al uso de técnicas de electrofisiología. Los resultados 
de este trabajo demuestran que el aumento de la densidad de corrientes de Ca2+, efecto que 
fue logrado aumentando la concentración de Ca2+ extracelular o induciendo la facilitación 
del canal mediante el aumento de la frecuencia del estímulo, produce principalmente cambios 
en la cinética de los AP y no es responsable del  acortamiento de los AP observado en 
cardiomiocitos de ratas neonatas estimuladas con Isoproterenol; por otro lado, la inhibición 
de la inactivación dependiente de potencial (VDI) o la inactivación dependiente de Ca2+ 
(CDI) demostraron ser capaces de modificar la duración del AP. Para observar directamente 
las corrientes de Ca2+ durante el AP fue utilizada la técnica de AP-clamp dinámico. Estos 
experimentos demuestran que la corriente de Ca2+ tipo L en cardiomiocitos estimulados con 
Isoproterenol es inactivada más rápido, sin existir diferencia en la cantidad de Ca2+ que 
ingresa en cada AP. La manipulación de cada tipo de inactivación demostró que la inhibición 
de cualquiera de ellas produce, paradójicamente, un aumento en la velocidad de decaimiento 
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de la corriente durante el AP, produciendo que la corriente de Ca2+ terminase incluso antes 
del término del AP. En su conjunto los resultados de esta tesis demuestran que el estímulo β-
adrenérgico, sobre cardiomiocitos de ratas neonatas, modula al canal de Ca2+ tipo L durante 
el AP, aumentando las velocidades de la VDI y de la CDI, siendo el efecto de esta última el 
que tiene un mayor aporte durante el AP. 
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Abstract 
Under β-adrenergic stimulation, action potential (AP) duration in adult rat shortens 
as a consequence of the regulation of several ion channels involved at this process, among 
them, the L-type calcium channels (LTCC). These channels are the main entrances of Ca2+ 
in the cardiac cells and are activated by membrane depolarization during the AP, and 
inactivated later through potential and Ca2+ dependent mechanisms. Although it is well 
established that L-type current is involved in the AP plateau duration, how the inactivation 
processes of these channels participate in this process has not been elucidated. Thus, the 
hypothesis of this study was that the AP from Isoproterenol-stimulate newborn rat 
cardiomyocytes are modified as a consequence of the modulation of LTCC inactivation. In 
order to answer this hypothesis, we used different electrophysiolical techniques with the 
purpose of study the LTCC-inactivation kinetic changes from Isoproterenol-stimulated 
newborn rat cardiomyocytes. The results of this study shows that an increase in the Ca2+ 
current density achieved, either by an increase in the extracellular Ca2+ concentration or by 
the calcium-dependent facilitation induction through a higher stimulus frequency, mainly 
produces changes in the AP kinetic. In contrast, voltage dependent inactivation (VDI) or Ca2+ 
dependent inactivation (CDI) inhibition modify AP duration, suggesting that changes in the 
inactivation processes, and not the increase in the current, are responsible for the AP 
shortening observed in Isoproterenol-stimulated newborn rat cardiomyocytes. In order to 
directly observe the L-type calcium current during the AP, the dynamic AP-clamp technique 
was used. These experiments show that the L-type Ca2+ current from Isoproterenol-
stimulated cardiomyocytes  inactivate faster, with no difference in the total Ca2+ influx in 
each AP, while the inhibition of either type of inactivation increase the speed of current decay 
during the AP, resulting in the termination of the Ca2+ current before than the AP. Finally, 
AP from Isoproterenol-stimulated cardiomyocytes with the VDI inhibited has a reduced 
duration, suggesting that β-adrenergic stimulus mainly modulates CDI. In summary, in this 
work is demonstrated that the main effect of β-adrenergic stimulation over cardiomyocyte 
AP is the modulation of L-type calcium channel inactivation, most likely CDI, and not the 
increase of the current magnitude. Moreover, the experiments shown here provide strong 
evidence that the augmented contraction observed after β-adrenergic stimulation is 
independent of L-type calcium channels.   
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Introducción 
 El potencial de acción (AP) es un cambio transitorio en la polaridad de la membrana 
plasmática de las células excitables, resultante de múltiples cambios secuenciales en la 
permeabilidad de la misma a los diferentes iones. Cada una de las fases del AP está asociada 
a cambios en la permeabilidad de la membrana; en el caso de las células cardiacas, los 
cambios son mayormente a sodio (Na+), calcio (Ca2+) y potasio (K+), cambios que ocurren 
de manera secuencial. Las características biofísicas de cada canal activado durante las 
distintas fases le dan la forma característica al AP, siendo ésta forma especie-dependiente. 
La activación de los canales de Ca2+  tipo L (LTCC) genera la meseta del AP, fase crítica para 
el funcionamiento cardiaco, puesto que el tiempo que demora es el necesario para la entrada 
de Ca2+, la inducción de la liberación de Ca2+ desde el retículo sarcoplasmático (RS) y el 
correcto acoplamiento excitación-contracción del músculo cardiaco. Los LTCC son la 
principal vía de entrada de Ca2+ en el corazón y su regulación, durante el AP, es lograda a 
través del potencial, y/o mediante mecanismos dependientes de Ca2+. Al mismo tiempo, 
diversos estímulos son capaces de regular estos canales, por ejemplo, la activación de los 
receptores β-adrenérgicos permite aumentar agudamente el rendimiento cardiaco, 
aumentando la frecuencia cardiaca y la fuerza de contracción, en parte por la acción sobre 
estos canales. Al activarse los receptores β-adrenérgicos, los niveles de cAMP aumentan, lo 
que produce la estimulación de la proteína quinasa A (PKA); en el cardiomiocito (célula 
contráctil cardiaca), esta quinasa fosforila a diversas proteínas, entre ellas el canal Cav1.2, 
generando un aumento en la densidad de la corriente de calcio tipo L. Dependiendo de la 
especie sobre la cual es aplicado el estímulo, el AP sufre cambios en su forma, ya sea 
aumentando o disminuyendo su duración. Dado que la fase meseta es la principal involucrada 
en la duración del AP, y está determinada, esencialmente, por los canales LTCC, este trabajo 
busca entender cuál es la regulación que sufren estos canales en cardiomiocitos de ratas 
neonatas y como esta regulación modifica la morfología del AP cardiaco bajo la estimulación 
β-adrenérgica.  
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Membrana y excitabilidad 
La membrana citoplasmática es una bicapa lipídica que delimita externamente todas 
las células y que separa dos medios acuosos de diferente composición, regulando el paso de 
agua y solutos entre ellos, haciendo posible no sólo la comunicación entre ambos espacios, 
sino también la generación de determinadas señales biológicas. Esta diferencia en la 
composición de ambos medios origina un gradiente de concentración que induce la difusión 
de moléculas, desde el medio donde están más concentradas hacia el medio en el que lo están 
menos. Termodinámicamente, la difusión es un proceso que disminuye el orden del sistema 
(es decir, que aumenta su entropía), lo que implica que la difusión libera energía. La cantidad 
de energía liberada para llegar al equilibrio fue definida por W. H. Nernst (1864 - 1941)  
como:  
∆𝐺 = −𝑅 ∗ 𝑇 ∗ ln(
[𝑖𝑜𝑛]𝑒
[𝑖𝑜𝑛]𝑖
)             
 Donde ∆G es la energía libre de Gibbs, liberada en el proceso de difusión, R es la constante 
universal de los gases (8.31 J/mol·K), T es la temperatura absoluta y [ion]e e [ion]i son las 
concentraciones, extra e intracelulares, del ion que difunde. Así, por ejemplo, si la membrana 
es únicamente permeable al K+, éste difundirá desde el interior (donde está más concentrado) 
hacia el exterior de la célula (donde está menos concentrado), por lo que el interior se tornará 
más negativo, lo que volverá a atraer iones K+ hacia el interior de la célula. En términos 
energéticos, el trabajo eléctrico requerido para ingresar un ion puede expresarse como:  
∆𝐺 = −𝐸 ∗ 𝑧 ∗ 𝐹 
donde E es la diferencia de potencial eléctrico entre el interior y el exterior de la membrana, 
z es la valencia del ion en cuestión y F es la constante de Faraday (9.65x104 C/mol). De esta 
forma, por conservación de energía en el equilibrio, la energía disipada por la presencia del 
campo eléctrico (potencial eléctrico) y la energía disipada por la difusión (potencial químico) 
será la misma:  
𝐸 ∗ 𝑧 ∗ 𝐹 = 𝑅 ∗ 𝑇 ∗ ln⁡(
[𝑖𝑜𝑛]𝑒
[𝑖𝑜𝑛]𝑖
) 3 
2 
1 
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Reordenando los términos de la igualdad, se obtiene la ecuación de Nernst (W.H. Nernst, 
1888) donde: 
𝐸 =
𝑅∗𝑇
𝑧∗𝐹
∗ ln (
[𝑖𝑜𝑛]𝑒
[𝑖𝑜𝑛]𝑖
) 
La diferencia de potencial a través de una membrana a la que el flujo neto de un ion 
es nulo, recibe el nombre de potencial de equilibrio y su valor viene dado por la ecuación de 
Nernst (ecuación 4). 
Según lo anterior, la diferencia de potencial que existe a ambos lados de la membrana, 
que se denomina potencial de membrana (Vm), viene determinada por la concentración de 
iones, a uno y a otro lado de la misma, así como también, por la permeabilidad de la 
membrana a cada ion (Hoffman, Cranefield et al. 1960). En condiciones fisiológicas, los 
cardiomiocitos presentan un Vm de aproximadamente -80 mV; este valor de Vm es 
mantenido constante si la célula no recibe estímulos. Esta diferencia de potencial es conocida 
como potencial de reposo (RMP) y está determinado por el equilibrio, entre la capacidad de 
los distintos iones, para atravesar la membrana a favor de su gradiente de concentración, y el 
transporte activo de dichos iones en contra de su gradiente. El control del intercambio iónico 
es vital para evitar una excesiva presión osmótica debida a los cambios en la osmolaridad de 
ambos medios. Si la membrana de las células cardíacas sólo fuera permeable al K+, el Vm 
debería alcanzar el valor del potencial de equilibrio para el K+ (EK). Sin embargo, el valor 
del Vm es menos negativo que el del EK debido a que la membrana es además permeable a 
otros iones. Cuando una membrana es permeable a varios iones, el Vm depende de tres 
factores: la polaridad de la carga eléctrica de cada ion, la permeabilidad de la membrana 
(Pion) a cada ion y la concentración de estos iones a ambos lados de la membrana. Por tanto, 
la ecuación que define el Vm en las células permeables al Na+ , al Cl- y al K+, denominada 
ecuación de campo constante o ecuación de Goldman-Hodgkin-Katz (Goldman 1943, 
Hodgkin and Katz 1949, Hodgkin and Nastuk 1949) es definida por: 
𝐸𝑚 =
𝑅𝑇
𝐹𝑧
⁡ln⁡(
[𝐾]𝑒𝑃𝐾+[𝑁𝑎]𝑒𝑃𝑁𝑎+[𝐶𝑙]𝑖𝑃𝐶𝑙
[𝐾]𝑖𝑃𝐾+[𝑁𝑎]𝑖𝑃𝑁𝑎+[𝐶𝑙]𝑒𝑃𝐶𝑙
) 
 
4 
5 
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donde PK, PNa y PCl representan la permeabilidad de la membrana al K
+, al Na+ y al Cl-, 
respectivamente.  
Transporte de iones a través de la membrana celular  
En condiciones de reposo, el Na+ y el Ca2+ están más concentrados en el medio 
extracelular, mientras que el K+ y los aniones orgánicos son los que predominan en el medio 
intracelular. El transporte de iones a través de la membrana es producido a favor de la 
gradiente de concentración (sin gasto de energía) o en contra de la gradiente (genera un gasto 
energético), y dado que los iones son moléculas hidrofílicas, requieren de sistemas 
específicos de transporte tales como canales iónicos o las proteínas transportadoras. Los 
canales iónicos son proteínas oligoméricas que atraviesan la membrana, y que en condiciones 
fisiológicas son capaces de formar poros hidrofílicos, a través de los cuales los iones 
atraviesan la membrana a favor de su gradiente electroquímico, generando una corriente 
iónica. Estas proteínas son capaces de discriminar que iones pasan a través del poro, gracias 
a que presentan un filtro de selectividad, y además, son capaces de adoptar diversos estados 
conformacionales, al menos uno conductor (estado abierto o activo) y dos o más no 
conductores (estado inactivo y de reposo). En estado de reposo el canal está disponible para 
activarse en respuesta a un estímulo adecuado, mientras que en estado inactivo es incapaz de 
abrirse mientras que no vuelva al estado de reposo (Hille 2001). 
Los canales iónicos dependientes de potencial constituyen una familia de canales que 
determinan la permeabilidad de la membrana a diferentes iones en respuesta a cambios en el 
potencial de membrana. Son relevantes puesto que contribuyen en la generación y 
propagación de los AP de cualquier célula excitable. La actividad de un canal dependiente 
de potencial, en términos generales, depende de dos procesos: la activación y la inactivación, 
los que determinan, respectivamente, la velocidad con la que el canal se abre, o se cierra en 
respuesta a un cambio en el potencial de membrana. El correcto acoplamiento de estos dos 
procesos asegura que la activación de los canales iónicos sea rápida y transitoria (tiempo-
dependiente) (Schoppa, McCormack et al. 1992, Hirschberg, Rovner et al. 1995). 
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Potencial de acción cardiaco 
 
Las células  musculares ventriculares son excitables y por ello tienen la capacidad de 
experimentar variaciones en la diferencia de potencial de su membrana, generando impulsos 
eléctricos en respuesta a un estímulo, lo que es conocido como el potencial de acción cardiaco 
(AP). El AP es una representación de los cambios en el potencial de la membrana plasmática 
de una sola célula cardíaca trazada en el tiempo. La comprensión de cómo funciona un solo 
AP proporciona una visión básica de cómo ocurre toda la actividad eléctrica dentro del 
corazón (Hondeghem and Cotner 1978, Walton and Fozzard 1979, Hille 2001). En el 
miocardio, este impulso es propagado y está acoplado a una respuesta contráctil para 
convertirse en el factor determinante de la contracción rítmica del corazón. Para que un AP 
sea generado, el estímulo debe tener una mínima intensidad, la que permita desplazar el 
potencial de membrana hacia un determinado nivel, denominado potencial umbral. El AP es 
el resultado de una serie de cambios secuenciales en la permeabilidad de la membrana de la 
célula cardiaca a diferentes iones. La permeabilidad de la membrana para un determinado 
ion depende del número de canales selectivos para este ion, capaces de alcanzar el estado 
activo en un momento determinado. Por su parte, el efecto del cambio de la permeabilidad a 
determinado ion sobre el potencial de membrana dependerá tanto de la concentración del ion 
a cada lado de la membrana, como del potencial de membrana en ese instante (Berne & Levy 
1997, Hille 2001).    
En el AP cardiaco pueden distinguirse 5 fases, donde cada una está asociada con 
cambios en la permeabilidad de la membrana celular, principalmente a los iones Na+, K+ y 
Ca2+, siendo este proceso una activación secuencial de los canales iónicos. 
El AP, es iniciado por una fase 0 de rápida despolarización, durante la cual el 
potencial de membrana es desplazado desde su valor de reposo hacia valores más positivos. 
Esta fase es el resultado del cambio rápido en la permeabilidad de la membrana al Na+, 
gracias a la activación de canales de Na+ dependientes de potencial. La activación de estos 
canales es seguida inmediatamente por un proceso de inactivación de éstos, lo que reduce la 
permeabilidad a Na+.  Una vez que la despolarización alcanza su máximo, tiene lugar la 
repolarización del AP, la que tarda entre 170 a 350 ms en completarse. En ella se distinguen 
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3 fases: en primer lugar, una fase inicial de repolarización, llamada fase 1 la cual es 
consecuencia de la inactivación de los canales de Na+ dependientes de potencial, de la rápida 
activación de una corriente transitoria de salida de K+ (Ito1) y de la activación de una corriente 
de Cl- activada por Ca2+ (Ito2); es así como gracias a la inactivación de los canales de Na
+  
disminuye la permeabilidad relativa a este ion y es aumentada la permeabilidad a K+. A 
continuación tiene lugar la fase 2 o fase de meseta, en la que disminuye notablemente la 
velocidad de repolarización, siendo este hecho uno de los responsables por la larga duración 
del AP cardiaco. En esta fase es producido un delicado equilibrio entre las permeabilidades 
relativas a Na+, Ca2+ y K+.  La inactivación de los canales de Na+ genera que la permeabilidad 
relativa de los otros iones aumente, es así como la despolarización que produce el Na+ alcanza 
los potenciales necesarios para activar a los canales de Ca2+ tipo L, el canal de Na+ es 
inactivado, y la permeabilidad a Ca2+ aumenta. Los canales de Ca2+ tipo L tienen una cinética 
de activación e inactivación lenta, por lo que la membrana permanece con alta permeabilidad 
al Ca2+ por mayor tiempo creando la fase meseta. Esto genera el tiempo necesario de entrada 
de Ca2+ para inducir la liberación de Ca2+ desde el retículo sarcoplasmático (RS) y permite 
el correcto acoplamiento excitación-contracción del músculo cardiaco el cual finaliza en una 
única contracción del músculo cardíaco antes de que pueda ser generado un segundo AP. 
Mientras es producida la disminución de la permeabilidad a Ca2+ (por inactivación y al mismo 
tiempo cierre de los canales de Ca2+ tipo L), la permeabilidad del K+ comienza a ser 
favorecida, ya que a estos potenciales, los canales de Na+ ya no pueden activarse. Es así como 
la permeabilidad al K+ empieza a ser predominante y da paso a la siguiente fase. 
De esta forma, en la fase 3, la repolarización es acelerada nuevamente y el potencial 
de membrana vuelve a alcanzar el valor del potencial de reposo. Esta fase tiene lugar como 
consecuencia del paso a estados no conductores de los canales de Ca2+ (cierre o inactivado) 
y de la activación de los canales de K+ (IKs e IKr) que genera un aumento de permeabilidad 
significativo a K+. Estos canales generan las llamadas corrientes rectificadoras de salida, 
porque contrarrestan la despolarización de la membrana, provocado una rápida 
repolarización (Molleman, Thuneberg et al. 1993, Nattel 2008). A medida que el potencial 
de la membrana es repolarizado por completo, la activación del canal de K+ de rectificación 
interna IKI es iniciada. La activación de IK1 tardía en la fase 3 es responsable de finalizar la 
repolarización de la membrana celular y del restablecimiento y mantenimiento del potencial 
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de membrana en reposo, siendo esta la fase 4 (Rudy 1978, Boyett 1981, Boyett 1981, 
Saikawa and Carmeliet 1982, Clarkson, Matsubara et al. 1984, Gintant, Datyner et al. 1984, 
Josephson, Sanchez-Chapula et al. 1984, Patlak and Ortiz 1985, Giles and Imaizumi 1988, 
Shibata, Drury et al. 1989, Sanguinetti and Jurkiewicz 1990, Sanguinetti and Jurkiewicz 
1991, Sanguinetti, Jurkiewicz et al. 1991). 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.- Potencial de acción cardiaco. A) Las fases de un típico potencial de acción cardiaco, fases 0-4: la 
figura muestra un registro representativo de un PA de un cardiomiocito ventricular. Durante la fase 0, los 
canales de Na+ son activados y despolarizan la membrana alterando el potencial de membrana (Vm), lo que da 
como resultado un fuerte golpe ascendente. Durante la fase 1, los canales de Na+ son inactivados rápidamente 
y la activación de una corriente transitoria de salida de K+ (Ito) causa una breve caída en el Vm. Durante la fase 
2, el aumento de permeabilidad a K+ producto de la apertura de los canales de K+ es equilibrada por el aumento 
de permeabilidad a Ca2+ producto de la activación de los canales de Ca2+ de tipo L, generando una fase de 
meseta durante la cual el potencial de membrana es mantenido por un breve tiempo. Durante la fase 3, la 
permeabilidad a Ca2+ disminuye y es favorecida la apertura de los canales de K+, causando la repolarización de 
la membrana y cambiando el Vm a valores más negativos. La fase 4 es el intervalo diastólico durante el cual 
todos los canales salen de la etapa de inactivación y están listos para un nuevo ciclo de excitación-contracción. 
B) Cambios en las corrientes iónicas despolarizantes (paneles superiores) y repolarizantes durante las diversas 
fases del potencial de acción de los cardiomiocitos. Koeppen and Staton: Berne and Levy Physiology, sexta 
edición. 
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Canales de Calcio dependientes de potencial tipo L  
 
Los canales de Ca2+ dependientes de potencial (Voltage dependent calcium channels, 
VDCC por sus siglas en inglés) permiten la entrada de Ca2+ en respuesta a la despolarización 
de la membrana (Nilius, Hess et al. 1985, Bean 1989). Inicialmente, los canales de Ca2+ 
dependientes de potencial fueron clasificados según la magnitud de la despolarización 
requerida para su activación: los que requerían una fuerte despolarización (HVA, High 
Voltage Activated) y los que requerían una despolarización menor (LVA, Low Voltage 
Activated). Los canales LVA son los que hoy en día son conocidos como canales de Ca2+ 
tipo T, los cuales presentan una rápida activación a Vm ≈-50 mV y cuya inactivación es 
también rauda (Catterall, Goldin et al. 2005, Catterall, Perez-Reyes et al. 2005, Nerbonne 
and Kass 2005). Los canales HVA se abren cuando la membrana es despolarizada a un Vm 
≈-30 mV, y su inactivación puede prolongarse hasta 100 ms. Estos canales presentan 
diferentes propiedades cinéticas, biofísicas y farmacológicas y, hasta el momento han sido 
identificados 5 subtipos (L, N, P, Q y R) (Catterall, Goldin et al. 2005). Sin embargo, en el 
miocardio de rata,  sólo ha sido demostrada la presencia de los canales de Ca2+ tipo L y tipo 
T, siendo el enfoque de esta tesis los de tipo L. 
Los canales de Ca2+ dependientes de potencial tipo L (L-VDCC) son complejos 
polipeptídicos que permiten el influjo de Ca2+ al medio intracelular, inducido por estímulos 
despolarizantes tales como AP, y que son esenciales para acoplar señales eléctricas, en la 
superficie celular, con la fisiológica a nivel celular (Nilius, Hess et al. 1985, Bean 1989). 
Estos canales están involucrados en diversos procesos dependientes de Ca2+, tales como la 
contracción muscular, la liberación de hormonas y de neurotransmisores, además de la 
expresión génica, la movilidad celular, la división celular y la muerte celular (Schultz, Mikala 
et al. 1993, Hofmann, Flockerzi et al. 2014).  
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Los L-VDCC están conformados por la asociación de distintas subunidades: CaVα1, 
CaVα2δ1, y CaVβ y, en algunos tejidos, la subunidad γ (Bodi, Mikala et al. 2005, Neely and 
Hidalgo 2014).  
La subunidad CaVα1 del canal de Ca2+ (170-240 kDa) es la subunidad estructural que 
conforma el poro y que consiste en 4 dominios homólogos (I-IV), cada uno compuesto de 6 
α-hélices que están extendidas en la membrana (denominadas S1 a S6), unidas por bucles 
citoplasmáticos variables (enlazadores), que junto a las regiones N y C terminal (también 
intracelulares), están sujetos a modificaciones dependientes de segundos mensajeros. Entre 
los segmentos S5 y S6 está localizada la secuencia que constituye el poro del canal y, en el 
segmento S4, el denominado sensor de potencial, aunque la sensibilidad a cambios en el 
potencial también está dada por aminoácidos cargados ubicados en los segmentos S2 y S3  
(Catterall 2000, Arikkath and Campbell 2003, Bodi, Mikala et al. 2005). 
 
Figura 2.- Modelo propuesto para la estructura molecular de los canales de Ca2+ tipo L. La figura  
muestra la organización topológica predicha de las subunidades del canal  de tipo L en la membrana, sus 
interacciones y los dominios estructurales de las subunidades auxiliares. La estructura primaria de la subunidad 
α1 está compuesta por 4 motivos repetitivos homólogos (I-IV), cada uno de los cuales consiste en 6 segmentos 
transmembrana (S1-S6). Los bucles citoplasmáticos son nombrados según los motivos que enlazan. La 
subunidades α2δ contiene dominios transmembrana, mientras que la subunidad β es completamente 
intracelular. Los sitios de interacción, entre las subunidades, son indicados. Los motivos EF, preIQ e IQ 
representan secuencias peptídicas específicas implicadas en la unión a Calmodulina (CaM). También es 
mostrado el sitio consenso para la fosforilación por PKA, AKAP. Modificado de Bodi 2005. 
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Las subunidades accesorias, CaVα2δ1, y CaVβ están estrechamente, más no 
covalentemente, unidas a la subunidad poro; son  capaces de regular la actividad del canal, 
modulando el tráfico y las propiedades biofísicas del mismo, siendo la subunidad CaVβ la 
más potente (Platano, Qin et al. 2000, Chen, Deng et al. 2007, Davies, Hendrich et al. 2007, 
Yang, Katchman et al. 2011). 
La subunidad CaVα2δ1 está conformada por dos polipéptidos unidos mediante puentes 
disúlfuros, la región CaVα2 está localizada de manera extracelular mientras que la región 
CaVδ1 está anclada a la membrana a través de un tallo GPI (Davies, Kadurin et al. 2010). El 
papel funcional de la subunidad CaVα2δ1 es permitir una mayor permanencia del canal en la 
membrana, aumentando así la densidad de la corriente; esta subunidad es, además capaz de 
acelerar, tanto la cinética de activación como la de inactivación del canal, y de producir un 
desplazamiento, hacia la izquierda, en la curva de dependencia de potencial de la inactivación  
(Singer, Biel et al. 1991, Catterall 2000, Hullin, Khan et al. 2003, Opatowsky, Chen et al. 
2004, Bodi, Mikala et al. 2005). 
 Por otra parte, la subunidad CaVβ (58 kDa) es una proteína citosólica que es 
ensamblada a la subunidad CaVα1 mediante un dominio de interacción β (DIB) que es unido 
al dominio de interacción α (DIA) de la subunidad CaVα1 (figura 2)(Pragnell, De Waard et 
al. 1994, Restituito, Cens et al. 2001). CaVβ posee cuatro isoformas (CaVβ1- 4), las cuales son 
capaces de aumentar la corriente macroscópica del canal de dos maneras diferentes: en primer 
lugar, favoreciendo el tráfico de los canales hacia la membrana plasmática, específicamente 
inhibiendo la degradación de éstos antes de salir del retículo (ER), a través del sistema de 
degradación de proteínas asociadas al retículo endoplasmático (ERAD por sus siglas en 
inglés)(Altier, Garcia-Caballero et al. 2011), y en segundo lugar, aumentando la probabilidad 
del estado de apertura al modificar las cinéticas de activación e inactivación del canal. La 
isoforma CaVβ2 está altamente expresada en tejido cardiaco donde expresa cinco variantes 
(hasta hoy descritas) con sitios alternativos de inicio de la transcripción (CaVβ2a-e), las cuales 
difieren en la composición y longitud del dominio N-terminal, y que tienen diferentes 
patrones de expresión durante el desarrollo cardíaco y el estado fisiológico del corazón 
(Moreno, Hermosilla et al. 2015). La isoforma CaVβ2a aumenta la densidad de corriente, 
enlentece la cinética de inactivación del canal y desplaza, hacia la izquierda, la curva de 
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dependencia de potencial de la activación, lo que resulta en una apertura a potenciales de 
membrana más negativos.  
 
Inactivación de los L-VDCC 
 
Como fue mencionado anteriormente, la entrada de Ca2+, a través de los L-VDCC, 
juega un papel clave en el desarrollo de la contracción miocárdica, además de determinar la 
duración del AP, por lo que la modulación de estos canales es de suma importancia. 
La inactivación de los canales iónicos puede definirse como una transición desde el 
estado abierto, y por ende, conductor, a un estado no conductor, estando aún presente el 
estímulo activador.  A nivel de célula entera, la inactivación es vista como una disminución 
de la corriente durante el curso de la despolarización de la membrana, y como una menor 
disponibilidad para la apertura del canal en los potenciales de membrana más despolarizados. 
En los canales de Ca2+, la inactivación es un mecanismo clave por el cual es controlada la 
concentración intracelular de Ca2+ presente en las células. Tal regulación de la precisión 
temporal de las señales de Ca2+ es de particular importancia en vista del papel central del 
Ca2+ como un mensajero citoplasmático, en procesos tales como la transcripción de genes o 
la transmisión sináptica. 
A la fecha han sido descritos tres tipos de inactivación en canales de Ca2+: 
inactivación rápida dependiente de potencial (Zhang, Ellinor et al. 1994), inactivación 
dependiente de Ca2+ (Peterson, DeMaria et al. 1999) e inactivación lenta dependiente de 
potencial (Sokolov, Weiss et al. 2000). 
 
Inactivación dependiente de potencial  
 
 La inactivación dependiente de potencial (VDI, por sus siglas en inglés) es una 
característica intrínseca de la subunidad CaVα1 del canal de Ca2+. Diferentes estudios de 
estructura-función han sugerido que los elementos involucrados en la VDI están localizados 
en el segmento S6 del dominio I, y en el bucle de unión de los dominios I-II. Uno de los 
primeros trabajos que buscó identificar estos elementos estructurales responsables de la 
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inactivación fue realizado por el grupo de Tsien en 1994, en donde, usando canales 
quiméricos mostraron que las diferencias en las cinéticas de inactivación observadas eran 
atribuibles, exclusivamente, a la región S6 del dominio I transmembrana; esto llevó a una 
primera hipótesis de que el mecanismo involucrado en la VDI es producto de un colapso en 
el poro del canal, similar a la inactivación de tipo C en canales de K+ (Zhang, Ellinor et al. 
1994, Cuello, Jogini et al. 2010). Otros grupos también propusieron un mecanismo parecido 
al de bola-cadena de los canales de Na+ (Goldin 2003, Mangold, Brumback et al. 2017). Sin 
embargo, posteriores estudios en donde fueron hechas mutaciones puntuales en distintas 
secuencias de la subunidad CaVα1 mostraron que, tanto la región carboxilo como los 
dominios I-II, III y IV, además de los segmentos en S6, afectaban drásticamente la cinética 
de inactivación (Soldatov, Oz et al. 1998, Stotz, Hamid et al. 2000, Stotz and Zamponi 2001). 
Finalmente, con estructuras quiméricas fue posible determinar que los cuatro dominios 
transmembrana son necesarios para la dependencia de potencial de la inactivación (Zhang, 
Ellinor et al. 1994, Cens, Rousset et al. 2006). Además de estos elementos estructurales de la 
subunidad poro, existe una contribución de las subunidades accesorias; por ej, la isoforma 
CaVβ2a es capaz de modular características de este tipo de inactivación, enlenteciendo la 
cinética de inactivación a través de interacción directa con el dominio N-terminal (Isom, De 
Jongh et al. 1994, Olcese, Qin et al. 1994, Qin, Platano et al. 1998). Dado que la subunidad 
CaVα2δ y la mayoría de las subunidades CaVβ cambian la dependencia de potencial de 
inactivación hacia potenciales más hiperpolarizantes, a pesar de no compartir similitud 
estructural, y de unirse a diferentes sitios en  CaVα1, esto sugiere que los determinantes de la 
VDI no están localizados dentro de una única región de la subunidad CaVα1, sino más bien, 
que la VDI es un proceso descentralizado que requiere cambios acumulativos en la estructura 
proteica (Di Virgilio, Milani et al. 1987, Stotz, Hamid et al. 2000, Zamponi 2005). 
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Inactivación dependiente de calcio 
  
 En el corazón, la inactivación dependiente de Ca2+ (CDI, por sus siglas en inglés) 
es compatible con la longitud de la fase de meseta mediada por Ca2+ en el AP. Por lo tanto, 
la inhibición de los VDCC cardíacos inducida por Ca2+ juega un papel crítico en el control 
 
Figura 3.-Inactivación dependiente de potencial (VDI). A) Regiones de la subunidad CaVα1 que están 
implicadas en la VDI de acuerdo a una serie de trabajos cuyas referencias están incluidas. B) corrientes de 
Ca2+ tipo L control comparadas con las mismas pero en células infectadas con la subunidad CaVβ2a. C) Posibles 
modelos de VDI en los canales de Ca2+, a) después de la despolarización de la membrana, los segmentos S6 
sufren un cambio conformacional que desenmascara un sitio de acoplamiento para la compuerta de 
inactivación formada por el  dominio I-II (panel superior). Un segundo modelo b) es presentado (panel 
inferior), en donde la inserción N-terminal palmitoílada de la subunidad CaVβ2a en la membrana, limita la 
movilidad de la puerta de inactivación, por tanto, las interacciones entre la subunidad CaVβ2a del canal de Ca2+ 
con el extremo N-terminal y/o el extremo C-terminal de la subunidad CaVα1, indirectamente, afectan a la 
función del loop I-II como puerta de inactivación; por otro lado, la interacción entre el loop I-II y el III-IV, 
que es producida en ausencia de la subunidad β2a, regula la inactivación. Modificado de Zamponi 2005. 
 
Ca2+
B2a-GFP
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de la entrada de Ca2+ y la transducción de señales, así como el asegurar que los ciclos de 
contracción y relajación de la fibra del músculo cardiaco estén coordinados. La CDI es un 
proceso fisiológico de retroalimentación negativa que proporciona un mecanismo regulador, 
donde la proteína de unión a Ca2+, calmodulina (CaM), juega un papel central. (Brown, 
Morimoto et al. 1981, Kass and Sanguinetti 1984, Giannattasio, Jones et al. 1991). Al igual 
que con la VDI, diversos estudios fueron dilucidando lo que es sabido a la fecha actual, y 
varias líneas de investigación han evidenciado que la proteína CaM es un sensor crítico en la 
mediación del proceso de inactivación.  
 CaM es una proteína compuesta de un lóbulo N y otro C, cada uno de estos lóbulos 
contiene dos motivos de unión EF, pero los del lóbulo N presentan una menor afinidad a Ca2+ 
que los del lóbulo C. La unión de dos iones Ca2+ a cada lóbulo induce cambios alostéricos en 
la proteína, generándose la rotación de los dos dominios globulares. Este cambio de 
conformación permite que CaM pueda unirse a proteínas, y de esta manera, controlar su 
actividad. 
 En el dominio C terminal de la subunidad CaVα existe un motivo de isoleucina-
glutamina (IQ) de unión a CaM que está implicado en la autorregulación del canal; en 
diferentes estudios ha sido demostrado que CaM, incluso en ausencia de Ca2+, está 
constitutivamente asociado al motivo IQ, llegando a ser considerado, por muchos autores, 
como una tercera subunidad (Hering, Berjukow et al. 2000). El complejo Ca2+/CaM 
experimenta el cambio conformacional que permite que el bucle I-II interactúe con el poro, 
y de esta manera, el proceso de inactivación es producido. La importancia fisiológica de la 
CDI en los cardiomiocitos fue confirmada por el grupo de Pitt et al, en el año 2001 cuando 
sobre-expresaron mutantes CaM insensibles a Ca2+ (con los 4 sitios de unión a Ca2+ 
desactivados) en cardiomiocitos de rata adultos, en los que, sin la activación de CaM, fue 
observada la casi total eliminación de CDI, y el aumento del tiempo de la fase meseta del 
AP, sugiriendo que la CDI es fundamental para controlar la duración del AP (Kubalova 
2003). 
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El canal de calcio dependiente de potencial tipo L en tejido cardiaco (LTCC) 
 
Como ya fue mencionado anteriormente, la principal vía de entrada de Ca2+ en las 
células cardiacas es a través de los canales LTCC, localizados fundamentalmente en el 
sarcolema, y que son activados, durante el AP, mediante la despolarización de la membrana 
(Eisner, Bode et al. 2013). Los receptores de rianodina tipo 2 (RyR2), que están expresados 
en la membrana del retículo sarcoplasmático (RS), están acoplados funcionalmente con los 
canales LTCC, ubicados en los túbulos T, de manera que una vez que ingresa el Ca2+  a través 
de estos canales, los RyR2 son activados,  provocando su apertura y generando la liberación 
de Ca2+ desde el interior del RS hacia el citoplasma, incrementando así la concentración de 
Ca2+ intracelular, fenómeno conocido como "liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ " (CICR, 
por sus siglas en inglés) (Bers 2008). El Ca2+ que sale desde el RS se une a la troponina, la 
cual forma parte del complejo troponina-tropomiosina que está encargado de obstaculizar los 
 
Figura 4-. Inactivación dependiente de Ca2+ (CDI). A) esquema de los determinantes moleculares para la 
regulación dependiente de Ca2+ del canal CaV1.2, donde CaM interactúa con los dominios N- y C-terminal (IQ) 
a través del motivo EF y de los sitios de unión (A y C). B) Corrientes de Ca2+  tipo L endógenas obtenidas con 
Ca2+ o Ba2+ extracelular, respectivamente. C) modelo esquemático de la CDI donde al formarse el complejo 
Ca2+/CaM, éste experimenta el cambio conformacional que permite producir el proceso de inactivación. 
Modificado de Zamponi 2005. 
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sitios de unión sobre el filamento de actina. Al producirse el complejo troponina-Ca2+, la 
tropomiosina deja libre los sitios de unión para que la cabeza de la miosina pueda insertarse 
en ellos y comience así el deslizamiento de dichos filamentos, produciéndose así un 
acortamiento del músculo lo que se traduce en una contracción del cardiomiocito. Una vez 
que el incremento del Ca2+ en el medio intracelular es producido, el ion es rápidamente 
recapturado por distintos mediadores, como la bomba del SR Ca2+-ATPasa (SERCA), por la 
Ca2+-ATPasa (PMCA) y por el intercambiador sodio-calcio (NCX1), los dos últimos 
ubicados en el sarcolema y que producen la salida de este catión hacia el medio extracelular. 
La disminución en la concentración del Ca2+ intracelular provoca la disociación del complejo 
troponina-Ca2+ y de esta forma, el sarcómero recupera su longitud original produciéndose la 
relajación muscular (Molkentin 2006). 
 
Regulación β-adrenérgica de los canales de calcio tipo-L 
 
La regulación que ejercen los receptores β-adrenérgicos sobre los canales LTCC es, 
principalmente, mediada por la acción de PKA (Bunemann, Gerhardstein et al. 1999).  
Diferentes estudios han observado que la activación de los receptores β-adrenérgicos, en 
cardiomiocitos, es seguida de un aumento de cAMP inducido por la enzima adenilato ciclasa 
(AC),  lo que activa a la proteína quinasa A (PKA), a enzimas fosfodiesterasas y a proteínas 
inhibidoras de fosfatasas (Tsien, Bean et al. 1986, Herzig, Patil et al. 1993, Puri, Gerhardstein 
et al. 1997, Weiss, Oz et al. 2013). Experimentos in vitro, usando PKA y el canal LTCC 
CaV1.2 purificados desde corazón y reconstituidos en bicapas lipídicas y liposomas, mostró 
que PKA activa al canal LTCC CaV1.2, sugiriendo que el blanco de regulación de PKA es el 
canal propiamente tal y no alguna de sus subunidades auxiliares (Nunoki, Florio et al. 1989, 
Chang, Gutierrez et al. 1991, Puri, Gerhardstein et al. 1997, Weiss, Oz et al. 2013). Estas 
fosforilaciones, en residuos aún no identificados, producen un aumento en la densidad de las 
corrientes de Ca2+ de tipo L, como parte de la respuesta de “lucha o huida” producida durante 
situaciones de estrés, miedo o ejercicio, lo que tiene como respuesta fisiológica final un 
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aumento en la capacidad contráctil y en la frecuencia cardiaca (figura 5) (Xiao, Avdonin et 
al. 1999, Catterall 2000, Fuller, Emrick et al. 2010, Catterall 2015). 
Regulación β-adrenérgica en el potencial de acción  
 
Ha sido demostrado, en cardiomiocitos auriculares de distintas especies, que la 
estimulación β-adrenérgica tiene dos efectos, los que son prácticamente contradictorios entre 
ellos. En humanos, gatos, perros y cobayos, entre otras especies, la estimulación con 
agonistas β-adrenérgicos prolonga la duración del potencial de acción (APD) medida al 50% 
 
Figura 5.- Esquema molecular del mecanismo de acoplamiento excitación-contracción (EC). La 
generación de un AP y la despolarización de la membrana en los túbulos T induce la activación de los canales 
de Ca2+ tipo L (LTCC), mediante los cuales el influjo de Ca2+ es producido. Este ion interactúa con los 
receptores de rianodina (RYR) provocando una liberación masiva de Ca2+, desde el RS, hacia el citoplasma, 
proceso denominado liberación de Ca2+ inducido por Ca2+ (Calcium induced calcium reléase, CIRC) lo que 
favorece la contracción de la célula. Posteriormente el Ca2+ es reabsorbido, en su mayoría, al RS (80-90%) 
mediante la ATPasa (SERCA), la cual es regulada por fosfolamban: si fosfolamban está fosforilado, libera la 
inhibición del RS; el 2% es llevado a las mitocondrias, y el resto es sacado al espacio extracelular mediante 
el intercambiador sodio-calcio (NCX). El receptor β-adrenérgico incrementa la activación del acoplamiento 
EC, a través de la fosforilación vía PKA de los LTCC, RyR y fosfolamban (representado con estrellas rojas). 
Modificado de Björn C. Knollmann & Dan M. Roden. 2008. 
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de la repolarización (ADP50), sin modificar el potencial de reposos ni la amplitud del AP 
(Redpath, Rankin et al. 2006). Sin embargo, en animales como el ratón y la rata, entre otros, 
el efecto es el inverso, es decir, disminuyendo la APD. Una de las explicaciones para este 
efecto es debido a que la estimulación simpática modifica las distintas corrientes iónicas 
implicadas en la generación del AP. Como fue descrito anteriormente, la amplitud de la 
corriente de Ca2+ es el principal determinante de la fase de meseta del AP, y en relación a 
esto, fue probado, de forma consistente, que la estimulación β-adrenérgica aumenta muy 
marcadamente la ICa,L (Ouadid, Albat et al. 1995, Pelzmann, Schaffer et al. 1995, Van 
Wagoner, Pond et al. 1999, Redpath, Rankin et al. 2006, Greiser, Halaszovich et al. 2007) 
mediante un aumento en la probabilidad de apertura del canal. La influencia de la ICa,L sobre 
la fase de meseta del AP está equilibrada, principalmente, con las corrientes repolarizantes 
de K+ Ito e IKur. Recientemente fue descrito que los agonistas adrenérgicos no modifican la 
Ito  (Marshall, Cheetham et al. 2012). Por lo que respecta a la IKur, parece ser muy poco 
sensible a la estimulación simpática, ya que son necesarias dosis elevadas de β-estimulantes 
para observar un aumento en la densidad de esta corriente (Tamargo, Caballero et al. 2004). 
Por otro lado, la estimulación β-adrenérgica parece aumentar la IKr (Heath & Terrar  2000), 
pero a pesar de ello, ésta es una corriente muy pequeña, e incluso no presente en algunos 
cardiomiocitos de algunas especies  (Wang, Zhang et al. 1994, Schaffer, Ballard-Croft et al. 
1998). 
Por lo tanto, la prolongación del AP descrita en el tejido cardiaco de humanos, perros, 
gatos y cobayos estaría explicada en base al aumento de la ICa,L producido por la estimulación 
β-adrenérgica. Hasta aquí, los antecedentes entregan una explicación consistente del aumento 
de la duración del AP, pero en el caso de los animales en que es observado lo contrario, como 
en las ratas, la explicación sigue siendo incierta. Por este motivo, en este trabajo fue 
propuesto estudiar la regulación, en base al uso de técnicas de electrofisiología, que ejerce la 
estimulación β-adrenérgica sobre los L-VDCC mediante el uso del agonista Isoproterenol 
(ISO), en cardiomiocitos aislados de ratas neonatas. La principal pregunta que se quiso 
abordar fue, cómo es modula la ICa,L, durante el potencial de acción, por un estímulo β-
adrenérgico, con especial énfasis en determinar cómo son afectados los procesos de VDI y 
CDI bajo estas condiciones.  
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Hipótesis 
Los cardiomiocitos de ratas neonatas estimulados con Isoproterenol muestran un 
potencial de acción modificado producto de la modulación de las cinéticas de inactivación 
del canal de calcio tipo L. 
 
Objetivo General 
Determinar los cambios en la cinética de inactivación de las corrientes de calcio tipo 
L durante el potencial de acción en cardiomiocitos de ratas neonatas estimulados con 
Isoproterenol.  
 
Objetivos específicos 
 
 Caracterizar como es modificada la forma del potencial de acción en cardiomiocitos 
de ratas neonatas, estimulados con Isoproterenol. 
 
 Comprender el papel del aumento de la magnitud de la corriente de calcio tipo L y de 
los procesos de inactivación del canal de calcio tipo L en la modificación de la forma 
del potencial de acción de cardiomiocitos de ratas neonatas, estimulados con 
Isoproterenol. 
 
 Caracterizar las corrientes de calcio tipo L durante el potencial de acción de 
cardiomiocitos de ratas neonatas control y estimulados con Isoproterenol. 
 
 Comprender como los procesos de inactivación del canal de calcio tipo L modifican 
la corriente tipo L durante el potencial de acción y como estos procesos son 
modulados, en cardiomiocitos de ratas neonatas, estimulados con Isoproterenol.  
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Materiales y Métodos.  
 
Esta tesis fue realizada en el laboratorio de Fisiopatología Cardiovascular Molecular, 
ubicado en el departamento de Fisiopatología de la Facultad de Medicina de la Universidad 
de Chile, Santiago. 
 
Reactivos.  
 
Todos los reactivos usados en esta tesis fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (a menos 
que sea especificado lo contrario). 
 
 
Cultivo primario de cardiomiocitos de ratas neonatas. 
 
 El procedimiento para el aislamiento y generación de cultivos primarios de 
cardiomiocitos de ratas neonatas utilizado en esta tesis fue aprobado por la Comisión de 
Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y por la Comisión de Bioética 
de FONDECYT (Proyecto FONDECYT 1160900). 10-20 ratas neonatas de 0 a 1 día de edad 
fueron utilizadas para la preparación y aislamiento de los cardiomiocitos, las cuales fueron 
sacrificadas mediante decapitación. Los corazones de los neonatos fueron extirpados 
quirúrgicamente y luego depositados en una placa con solución salina de Hank (tabla 1) la 
cual fue ubicada sobre una cama de hielo. Una vez que todos los corazones estuvieron 
reunidos en la placa se procedió a limpiarlos, lo que consistió en la remoción de las arterias 
aórticas y aurículas. Posterior a la limpieza, los corazones fueron procesados como fue 
explicado en (Hermosilla, Moreno et al. 2011): este protocolo consistió en triturar los 
ventrículos hasta obtener un tejido homogenizado. Luego, el homogenizado fue digerido con 
una solución enzimática de colagenasa tipo II (Gibco®Lifetechnologies) (0,2 mg/ml) y 
pancreatina (Sigma-Aldrich) (1,2 mg/ml), disueltas en solución Hank. Esta solución degrada 
la matriz extracelular, por lo que las células son capaces de disgregarse desde ella. 
Posteriormente, la digestión enzimática fue realizada agregando 5 ml de la mezcla de enzimas 
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al homogenizado de corazones, dejándose actuar por 15 min en una incubadora a 37 °C, con 
agitación orbital constante. A continuación, el sobrenadante fue descartado y luego, 5 mL de 
solución enzimática fueron agregados nuevamente al tejido en digestión, incubándose a 
37°C, en agitación orbital constante, por 15 min. Posteriormente, el sobrenadante, que ya 
contenía los cardiomiocitos disgregados, fue recuperado y centrifugado a 500g por 10 min y 
a temperatura ambiente, para decantar las células obtenidas a partir de la digestión 
enzimática. El sobrenadante fue eliminado, y el precipitado conteniendo los cardiomiocitos 
fue resuspendido en 1,5 mL de suero  de caballo (SC), el cual, además de aportar factores 
nutritivos, inhibe por competencia la acción remanente de las enzimas. La digestión y la 
centrifugación fueron repetidas hasta agotar la solución enzimática. Cada uno de los 
precipitados obtenidos fue acumulado en el mismo tubo con los 1,5 mL de SC. En el proceso, 
placas de cultivo con cubre objetos de 12 mm fueron tratadas con 1 mL de 1% gelatina e 
incubadas durante 5 horas, a 37oC. Pasadas las 5 horas, las placas con gelatina fueron lavadas 
dos veces con PBS 1X frío para inducir la gelificación. Los cardiomiocitos acumulados en el 
SC fueron aforados a 10 mL con 8,5 mL de medio de cultivo DMEM LG con 0,5% SFB. La 
mezcla resultante fue pre-sembrada en una placa de cultivo de 60 mm de diámetro sin ningún 
tratamiento, la cual fue incubada por 2 horas a 37°C y 5% de CO2. De la digestión enzimática 
fueron obtenidos tanto cardiomiocitos como fibroblastos, el pre-sembrado permite separar 
los fibroblastos de los cardiomiocitos, dado que los fibroblastos son capaces de adherirse a 
la placa, mientras que  los cardiomiocitos continúan en suspensión. Una vez completadas las 
2 horas, el medio de cultivo de la placa, conteniendo los cardiomiocitos disociados, fue 
succionado con una pipeta estéril y puesto en un nuevo tubo falcon de 15 mL para, a 
continuación ser centrifugado a 500g por 5 minutos, y a temperatura ambiente. Finalmente, 
el sobrenadante fue descartado y el precipitado obtenido fue resuspendido en medio de 
cultivo DMEM LG conteniendo 10% SFB y 5% SC. La resuspensión fue sembrada en cada 
una de las  placas tratadas con gelatina que contenían cubre-objetos de 12mm, y luego 
colocadas en un incubador, a 37°C y 5% de CO2. Todo el proceso anterior fue llevado a cabo 
bajo campana de flujo laminar. 
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Infección de cardiomiocitos de ratas neonatas con la subunidad CaVβ2a 
 
La infección viral de los cardiomiocitos aislados de ratas neonatas con la subunidad CaVβ2a 
fue realizada con el fin de inhibir la inactivación dependiente de potencial del LTCC. Para 
ello fue utilizada un adenovirus recombinante anteriormente utilizado por Moreno et al., 
2015; brevemente, la subunidad CaVβ2a (GeneBank#NM_053851) fue, en primer lugar, 
clonada dentro del vector de expresión eucarionte PMT y posteriormente subclonada en el 
vector adenoviral el cual contenía dos promotores, uno para la expresión de CaVβ2a  y el otro 
para la expresión de la proteína fluorescente roja,  RFP. El número de partículas virales para 
cada adenovirus fue determinado por absorbancia a 260 nm, y fue del orden de 1011 partículas 
por mililitro. Luego, el nivel de infección apropiado fue establecido mediante el monitoreo 
de la fluorescencia de la RFP y por los efectos citopáticos observados en los cardiomiocitos 
infectados con diferentes títulos de virus; el título de virus eficaz fue determinado al 90% de 
eficacia de la infección (fluorescencia) en ausencia de efectos citopáticos. 
Para la infección como tal, a las placas de 1ml conteniendo los cardiomiocitos obtenidos el 
día anterior, les fue agregado 10ul de virus correspondiente a una cantidad de 109 partículas 
virales por ml. Una vez agregada esta cantidad las placas fueron incubadas por, 
aproximadamente, 16 horas, a 37ºC y con una atmósfera de 5% CO2. Transcurrido el tiempo, 
las placas fueron lavadas 2 veces con PBS 1X y mantenidas con medio DMEM-LG-0.5% 
SBF. Transcurridas 48 horas post infección, los cardiomiocitos infectados ya presentaban 
una fluorescencia roja, bajo el microscopio de epifluorescencia: los cardiomiocitos rojos 
fueron seleccionados para ser utilizados en la obtención de los registros posteriores. 
 
 Adquisición de registros 
 
 Las células, previamente sembradas en cubreobjetos, fueron puestas en una cámara 
de registro montada sobre una mesa anti-vibratoria, y bajo un microscopio invertido. Un 
amplificador AxoPatch 200B (Molecular Devices, Sunnyvale CA) fue utilizado para 
amplificar las señales de corriente, las cuales fueron digitalizadas con una tarjeta Digidata 
1322a, y adquiridas mediante el software pClamp 10.5®. La posición y el desplazamiento de 
la pipeta fueron controlados con un micro-manipulador MP-285 (Shutter Instrument Co.). 
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Los electrodos de registro fueron elaborados a partir de capilares de borosilicato utilizando 
un estirador vertical (shutter instruments p70), y luego fueron rellenados con una solución 
interna (tabla 1) presentando una resistencia eléctrica de 3-4 MΩ al hacer contacto con la 
solución externa. Para evocar los AP fue utilizada la modalidad current clamp, en donde 
fueron inyectados 100-200pA por 10-30ms. Los disparos fueron registrados a una frecuencia 
de 1, 3 y 5Hz, dependiendo del experimento, bajo perfusión constante.  Para la obtención de 
la corriente de Ca2+ tipo L, fue utilizada la modalidad Voltaje Clamp, el protocolo utilizado, 
en este caso, fue la inyección del mismo AP, previamente registrado (Mitterdorfer, Wang et 
al. 1996, He, Bodi et al. 1997).   
 
Soluciones de registro 
 
La composición (en milimoles) de la solución externa de registro para los AP fue la 
siguiente: 140 NaCl, 4 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES y 10 Glucosa. El pH de la solución 
fue ajustado a 7.4 con NaOH y la osmolaridad fue de ~300 mOsm. Una segunda solución 
externa, con mayor concentración de Ca2+, estuvo compuesta (en milimoles) por: 135 NaCl, 
4 KCl, 5 CaCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES y 10 Glucosa. El pH de la solución fue ajustado a 7.4 
con NaOH y la osmolaridad fue de ~300 mOsm. La composición de la solución interna para 
AP (también en milimoles) empleada en el registro electrofisiológico consistió de: 120 KCl, 
1.5 MgCl2, 10 HEPES, 0.5 EGTA, 0.01 CaCl2. El pH fue ajustado a 7.2 con KOH y la 
osmolaridad fue de ~295 mOsm. Para los registros dinámicos fueron utilizadas las mismas 
soluciones internas y externas. Para la obtención de la corriente de Ca2+ tipo-L bajo 
configuración dinámica, a la solución externa de los AP le fue añadida 100 nM nifedipino. 
Para la obtención de la corriente de Ca2+ tipo-L bajo efecto β-adrenérgico, a la solución 
externa de AP le fue agregada 100nM nifedipino más 100 nM ISO. Para los registros de 
corrientes en configuración voltaje-clamp los medios estuvieron compuestos por (en 
milimoles): solución extracelular  isotónica: 100 NaCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES y 100 
Sorbitol con una osmolaridad de ~300 mOsm. Solución extracelular para corrientes de Ca2+  
tipo-L: 120 CsCl, 5 CaCl2, 10 HEPES, 1.2 MgCl2 y 25  Glucosa. El pH de la solución fue 
ajustado a 7.4 con CsOH  y la osmolaridad fue de ~300 mOsm. Solución intracelular para 
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corrientes de Ca2+ tipo-L: 108 CsCl, 10 EGTA, 2 CaCl2, 10 HEPES, 4 MgCl2, 5 ATP y 1 
GTP. El pH fue ajustado a 7.2 con CsOH y la osmolaridad fue de ~300 mOsm. 
 
Tabla 1: Composición de las soluciones de registro  
 
  
  
 
Análisis de los datos  
 
 Para el análisis de los AP fueron utilizados los APD 20, 50 y 90. Esto significa que 
fue medido el tiempo que demora el AP en llegar, tanto al 20, como al 50 o al 90% de su 
repolarización (figura 6A). Dado que cada fase del AP es dominada por distintas 
conductancias, la interpretación fisiológica de estos parámetros es que al 20% de 
repolarización está definida la fase de meseta y por lo tanto, es posible inferir que cambios 
en este porcentaje indican cambios en las corrientes de Ca2+. El 50% de repolarización habla 
del paso de la fase meseta  a la fase 3 del AP, por lo que este parámetro nos entrega 
información sobre parte de la inactivación de los canales de Ca2+ y parte de los canales de K+ 
que son activados ya sea por calcio o que son dependientes del potencial. Finalmente el APD 
90 entrega la visión global y final de la duración del AP; este APD refleja el final de la fase 
3 y el paso a la fase 4, producidas, principalmente, por canales de K+. 
 
 Para evaluar y observar cada una de las fases del AP fue utilizado un gráfico de 
fases, en el cual, cada uno de los puntos del potencial de acción registrado es derivado con 
respecto al tiempo, y luego, cada derivada es graficada con respecto a su potencial. De esta 
manera, en el gráfico de fases puede observarse tanto las derivadas con valor mayor que cero, 
las que corresponden a los puntos de despolarización (pendiente ascendente) como las 
derivadas con valores menores a ceros, las que corresponden a la fase de repolarización del 
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potencial (figura 6B). Los parámetros que son obtenidos de estos gráficos corresponden al 
potencial de membrana en reposo (RPM), el potencial umbral (definido como el punto donde 
la pendiente de cambio de potencial sobrepasa el 10% de su valor máximo), la pendiente 
máxima de despolarización (dV/dtmax), que corresponde al potencial donde es producida la 
apertura masiva de los canales y la despolarización máxima, que corresponde al potencial 
cuya derivada es cero. También fue considerado, como un parámetro, el potencial al cual es 
producida la pendiente máxima de despolarización, Vm a dV/dtmax. 
Por otro lado, la densidad de corriente (pA/pF) fue estimada midiendo la amplitud de la 
corriente en respuesta al AP inyectado, dividiéndola por la capacitancia celular (Cm), la que 
es directamente proporcional a la superficie de la célula. Para esto fue utilizado un protocolo 
de pulso cuadrado que va de -80 a 0 con una frecuencia de 0,1 Hz. El tiempo total de la 
corriente (TTC) fue usado para estimar la duración de la corriente; para ello la corriente fue 
medida desde su activación hasta su decaimiento, dado que los AP son distintos dependiendo 
de la célula, este parámetro fue normalizado con respecto a su propio AP, por lo que el TTC 
fue dividido por la duración total del AP y de esta forma, fue obtenido el TTCnorm. Puesto 
que no fue posible compensar de forma total al capacitor, el proceso de activación de la 
corriente no pudo ser ajustado a una exponencial, es por ello que fue utilizado el tiempo que 
demoraba la corriente en llegar al peak (TTP) como parámetro de la activación. Para ello, fue 
 
Figura 6.-Análisis de los potenciales de acción. A) Un AP cardiaco es mostrado, en el cual son indicados 
el potencial umbral en rojo, la despolarización máxima en verde, el potencial de membrana en reposo en 
celeste y el cómo es estimada la duración en el 20, 50 y 90% de repolarización. B) Análisis de las fases del 
AP mediante un gráfico de fases donde es observado el potencial de reposo en celeste, el potencial de 
membrana umbral en rojo, el potencial máximo de despolarización en verde y la máxima derivada del 
potencial, en el tiempo, en amarillo. 
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tomado el punto donde es obtenido el threshold y el punto donde es alcanzada la corriente 
máxima. Este parámetro fue normalizado con respecto a la pendiente máxima de 
despolarización de su propio potencial, es así como a partir del TTP dividido por el dV/dtmax 
máximo fue obtenido el TTPnorm.  
Para observar cómo es producido el proceso global de la activación y el término de la 
corriente durante el AP, y como éste varía bajo los diferentes efectos, tanto la corriente como 
el potencial fueron normalizados; para esto, el potencial fue llevado a 0 mV y luego fue 
normalizado al 100%. Por su parte, la corriente, sin considerar la corriente capacitiva, fue 
multiplicada por -1 y el holding fue llevado a 0 para luego normalizar al 100%. Estos datos 
fueron superpuestos para observar la cinética de inactivación de la corriente, comparada con 
la cinética de repolarización del potencial. Para determinar la velocidad de deactivacion de 
la corriente en las distintas condiciones, el porcentaje de corriente que había al 20% de 
repolarización con respecto a la corriente total fue tomado desde los datos previamente 
obtenidos. Para determinar la cantidad de Ca2+ que ingresa a la célula en cada AP, fue 
estimada la carga total movilizada; para ello, la corriente fue integrada tomando como inicio 
el primer punto donde termina el capacitor, y el último antes que la corriente pasase a ser 0. 
 
El análisis de los datos fue realizado utilizando los programas pCLAMP10 
(Molecular Devices) y Sigma Plot 11.0 (Systat Software Inc.). Las gráficas representan la 
media ± el error estándar de los datos obtenidos. Las diferencias estadísticamente 
significativas fueron establecidas usando la prueba t de Student (p < 0.05) y anova (p<0.05). 
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Resultados 
 
Efecto de la estimulación con Isoproterenol en potenciales de acción de cardiomiocitos 
aislados de ratas neonatas. 
 
La morfología del potencial de acción cambia según la especie, la etapa de desarrollo 
y por  diferentes estímulos que producen cambios en componentes de las fases. En rata 
neonata, el potencial de acción cardiaco (AP) tiene normalmente 150 milisegundos de largo 
y está compuesto de cinco fases distintas (Itoh, Naito et al. 2007). Uno de estos componentes, 
considerado de vital relevancia en la determinación de la duración del AP, es la fase 2 o fase 
meseta; ésta fase involucra el delicado equilibrio entre dos permeabilidades, la de K+ y la de 
Ca2+, esta última mediada principalmente por canales de Ca2+ tipo L. Uno de los estímulos 
que afectan directamente a la maquinaria del corazón, y con ello a los AP, es el estímulo β-
adrenérgico. La continua activación de este sistema favorece la progresión de insuficiencia 
cardiacas, arritmias, alteraciones en la transducción de señales y procesos hipertróficos, por 
lo que estudiar y descifrar los efectos sobre los distintos componentes del AP es de especial 
relevancia (D.sanz-Rosa 2011). Los efectos derivados de la estimulación β-adrenérgica en el 
tejido cardiaco han sido ampliamente estudiados, en particular aquellos mediados por la 
activación de distintos canales iónicos; sin embargo, poco se sabe acerca de las diferencias 
en la morfología del AP inducidas por Isoproterenol (ISO) (un agonista β-adrenérgico) así 
también, del cómo varían las corrientes iónicas durante los AP. 
Distintos trabajos han mostrado diferencias en distintas especies de roedores respecto 
a la duración del AP en células estimuladas, destacando algunas en las que se produce la 
prolongación (Belardinelli and Isenberg 1983, Rocchetti, Freli et al. 2006, Ogura, Miake et 
al. 2007), y en otras el acortamiento de los AP (Dukes and Vaughan Williams 1984, Malfatto, 
Pessano et al. 1993, Ruiz, Brinkmann et al. 1996), Dorian et al., 2002, Taggart et al., 2003, 
Volders et al., 2003). Dado que la estimulación con ISO produce un aumento en la densidad 
de corrientes de Ca2+ tipo L, observado bajo la modalidad de célula completa con protocolos 
electrofisiológicos convencionales, y que estas conductancias determinan la fase 2, y por 
ende la duración  del AP, nos propusimos estudiar en cardiomiocitos aislados de ratas 
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neonatas de 0-1 día de edad, el efecto de ISO en los AP de estas células. En primer lugar y a 
modo de control, fue verificado que en este estadío del desarrollo la estimulación de células 
con 100 nM ISO induciera un aumento de las corrientes tipo L.; para ello, fueron registradas 
las corrientes de Ca2+ tipo L bajo un protocolo de pulso cuadrado que despolariza la célula 
por 250 ms a 0 mV, desde un potencial de mantenimiento de –50 mV, luego, las células 
fueron estimuladas con 100 nM ISO (rojo) y luego fue registrado el cambio en la densidad 
de la corriente tipo L. Antes de aplicar el estímulo β-adrenérgico la densidad de corriente era 
de 3.8±0.8pA/pF, mientras que 5 min después de aplicado el estímulo, ésta alcanzó una 
densidad de 9.6±2.4 pA/pF, lo que corresponde a un aumento de 2.5 veces, más aún, la 
estimulación de cardiomiocitos con ISO provocó un aumento de la velocidad de inactivación 
de las corrientes tipo L, sin observarse cambios en la velocidad de su activación. Estos datos 
confirman que la estimulación con ISO, en nuestros cultivos de cardiomiocitos aislados de 
ratas neonatas, es similar  a la reportada previamente en la bibliografía (Peter, Bjerke et al. 
2016) (figura 7). 
Una vez comprobado que, en los cardiomiocitos de ratas neonatas ISO incrementa las 
corrientes tipo L, el siguiente paso fue registrar AP evocados por una inyección de corriente 
 
 
Figura 7.- Efectos de la estimulación con ISO sobre las corrientes de calcio tipo L en cardiomiocitos 
aislados de ratas neonatas. (A) Corrientes de Ca2+ representativas, antes (negro) y después (rojo), de la 
adición de ISO (100nM). Las corrientes fueron obtenidas utilizando un protocolo de pulso cuadrado, a 0 mV, 
con un pre-pulso a -50mV destinado a inactivar los canales de Ca2+ de tipo T. n=3. 
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de 150-300 pA, durante 30-50 ms, utilizando una solución externa AP en ausencia y 
presencia de 100 nM ISO (tabla 1). Los resultados obtenidos muestran que los AP de los 
cardiomiocitos estimulados con ISO (rojo), por 5 minutos, presentan un acortamiento en su 
duración (figura 8A). Entonces, con el fin de evaluar y observar cada una de las fases del 
potencial de acción fue utilizado un gráfico de fase a partir de los AP; este tipo de gráfico 
permite ver las derivadas del potencial con respecto al tiempo con valores positivos 
 
Figura 8.- Efecto de la estimulación de ISO sobre los potenciales de acción de cardiomiocitos aislados 
de ratas neonatas. A) AP representativos de cardiomiocitos aislados de ratas neonatas control (negro) y bajo 
estimulación con ISO (rojo). B) gráfico de la duración del potencial de acción (APD) al 20, 50 y 90% de la 
repolarización, obtenidos de los potenciales control (negro) y bajo estimulación con ISO (achurado). C) 
gráfico de fase de AP control (negro) e ISO  (rojo). D) gráfico de la amplitud, en mV, de la despolarización 
máxima (overshoot), del potencial umbral (threshold), y del potencial de membrana en reposo (RPM) en 
cardiomiocitos control (negro) y estimulados con ISO (achurado). E) gráfico de la derivada del potencial con 
respecto al tiempo en cardiomiocitos control (negro) y estimulados con ISO (achurado).F) gráfico que muestra 
el potencial al cual es producido el dv/dt máximo. Los asteriscos representan diferencias significativas (* 
p<0.05) t-student.n=6. 
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(despolarización) y negativos (repolarización), y del cual son obtenidos otros parámetros 
como la máxima despolarización alcanzada (overshoot), el potencial al cual es disparado el 
AP (threshold) y el potencial de reposo de la membrana (RPM). Al comparar los AP después 
de 5 min del estímulo con ISO con los AP previo al estímulo (negro), puede observarse que, 
tanto el APD20 como el APD90 están disminuidos, presentando valores de 30.06±3.62 ms 
y, 152.9±14.46 ms comparados con sus propios AP controles de 54.5±4.16 ms y 185.52±19.8 
ms, respectivamente (figura 8B) lo que sugiere que las principales permeabilidades 
involucradas son las de Ca2+ y K+. En la figura 11C, no es detectado un cambio importante 
en la forma del gráfico de fase, lo que también es observado en el gráfico que resume los 
parámetros determinados a partir del gráfico de fases, en donde no son detectadas diferencias 
en el overshoot, siendo su valor de 30.7±5.8 mV comparado con el control de 37.9±2.7 mV. 
Tampoco son observados cambios en el potencial de reposo ni en el potencial umbral de 
cardiomiocitos bajo estimulación β-adrenérgica (figura 8C). Así mismo, no fueron 
encontrados cambios en la velocidad máxima de despolarización del potencial (dV/dtmax), 
que en el caso de los potenciales control es de 125.3±17.2 mV/ms, mientras que con ISO es 
107.02±18.8 mV/ms (figura 8D). A diferencia de lo anterior, el potencial al cual es alcanzado 
el dV/dtmax si es modificado, disminuyendo su valor a -7.85±2.49 mV, en comparación al 
control de 7.69±4.0 mV. En resumen, la estimulación de cardiomiocitos de rata neonata con 
ISO produce el acortamiento del AP y un cambio en el potencial al cuál es alcanzada la 
velocidad máxima de despolarización. 
 
Efecto del calcio extracelular sobre los potenciales de acción de cardiomiocitos de ratas 
neonatas  
 
        Dados los efectos observados producto de la estimulación con ISO sobre los AP de 
cardiomiocitos aislados de ratas neonatas el siguiente paso fue establecer si estos efectos eran 
mediados por el aumento de la corriente de Ca2+. Con el fin de esclarecer este punto, un 
aumento de la corriente de Ca2+ fue inducido mediante el incremento de la concentración de 
Ca2+ extracelular (de 2 a 5 mM, tabla 1), de tal manera de aumentar la diferencia de potencial 
electroquímico asociado al transporte de este ión. Los AP obtenidos con 5mM Ca2+ presentan 
una disminución en el peak (figura 9A) pero sin evidenciar diferencias en la duración del 
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potencial como es observado en la figura 10B en cardiomiocitos estimulados con ISO. La 
duración del AP al 20, 50 y 90% de la repolarización muestra que no existen cambios con 
respecto a los potenciales a 2mM  (figura 9B). El gráfico de fases (figura 9C), confirma lo 
inferido anteriormente, una disminución en los potenciales cuya derivada es igual a cero, que 
corresponde al overshoot; cuando los cardiomiocitos fueron tratados con 2mM Ca2+ el 
overshoot  alcanzó un valor de 41±15 mV, mientras que en el caso de los cardiomiocitos 
registrados a 5mM  fue de 11±15 mV (Figura 9C). En el resto de los parámetros observables 
en el gráfico de fases no son observadas diferencias (figura 9C). El resumen de cada uno de 
estos parámetros puede ser visto en la figura 9D, en la cual no son detectadas diferencias al 
comparar los AP obtenidos a 2mM y a 5mM Ca2+ (tabla 2). Por otro lado, el aumento de la 
concentración de Ca2+ externo produce diferencias en el dV/dtmax (figura 9E), el cual refiere 
a la velocidad de despolarización del potencial, que en el caso de los potenciales obtenidos a 
5mM Ca2+  está enlentecido, llegando a un valor de 79.75±17.9 mV/ms, en comparación a 
los obtenidos bajo 2mM Ca2+ (negro) el cual alcanzó los 125.3±17.2 mV/ms. Finalmente, el 
potencial al cual es obtenido el dV/dtmax (figura 12F) presenta un desplazamiento hacia 
potenciales más negativos con un valor de -3.34±2.61 mV, en comparación con 7.69±4.04 
mV de los cardiomiocitos expuestos a 2mM Ca2+ externo. Estos datos sugieren que los 
efectos del ISO, sobre el potencial de acción de los cardiomiocitos de ratas neonatas, no es 
simplemente mediado por el aumento de la corriente de Ca2+. 
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Figura 9.- Efectos del aumento en la concentración extracelular de Ca2+ sobre los potenciales de 
acción en cardiomiocitos aislados de ratas neonatas. A) Registros representativos de AP de 
cardiomiocitos aislados de ratas neonatas obtenidos en respuesta a la inyección de una corriente de 150-350 
pA por 2-5 ms. En ambos casos fue utilizado un pulso de mantención de -80mV para mantener el potencial 
basal similar antes de aplicar la inyección de corriente; el potencial fue desarrollado dentro de los 120-130 
ms. B) Gráfico de la duración de los potencial de acción (APD) al 20, 50 y 90% de la repolarización 
obtenidos de los potenciales bajo 2mM (negro) y 5mM Ca2+ (achurado). C) Gráfico de fase de la derivada 
del potencial vs el potencial de los AP a 2mM (negro) y 5mM Ca2+ (rojo). D) Gráfico de amplitud, en mV, 
de la despolarización máxima (overshoot), el  potencial umbral (threshold) y el potencial de membrana en 
reposo (RPM) de los AP obtenidos a 2mM  (negro) y  5mM Ca2+ (achurado). E) Gráfico de la derivada del 
potencial con respecto al tiempo máximo dV/dt de los AP, a 2mM (negro) y 5mM Ca2+ (achurado). F) 
Amplitud, en mV, del potencial al cual es obtenida la  dV/dtmax. Los asteriscos representan diferencias 
significativas (* p<0.05); t-student.n=8. 
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Efecto del aumento de la frecuencia  sobre los potenciales de acción de cardiomiocitos 
aislados de ratas neonatas. 
 
Otra manera de incrementar las corrientes de Ca2+ es aumentando la frecuencia de 
estimulación, esto dado que los canales de Ca2+ tipo L favorecen lo que es conocido como 
facilitación dependiente de calcio (CDF, por sus siglas en ingles) y que también depende de 
la CaM, en este caso por la unión de dos iones Ca2+ al lóbulo de menor afinidad (Nie, Hao et 
al. 2007). Para evaluar esta interrogante fueron registrados AP de cardiomiocitos aislados de 
ratas neonatas usando el mismo protocolo anterior, pero en este caso los registros fueron 
realizados a 1, 3, o 5 Hz. Tanto los potenciales obtenidos con una frecuencia de 3Hz  como 
a 5Hz presentaron una disminución en el peak de potencial, en comparación a los potenciales 
obtenidos a 1Hz  (figura 10A). Al observar la duración del AP de los registros tanto a 3 como 
a 5Hz  del 20, 50, 90% de la repolarización (Figura 10B, tabla 3) no fueron observadas 
diferencias con respecto a los controles. Además, en el gráfico de fases (figura 10C) es 
mostrado que el potencial de despolarización máximo (overshoot) está desplazado hacia 
potenciales más negativos, siendo de 21.7±3.3 mV/ms a 3Hz, y de 15.0±4.5 mV/ms a 5Hz, 
en comparación a los observados en los potenciales obtenidos bajo 1Hz  cuyo valor fue de 
37.9±2.7 mV/ms. Por otra parte, no fueron detectadas diferencias en el potencial de reposo 
ni tampoco en el potencial umbral en el caso de los registros a 3Hz; a 5Hz, el potencial umbral 
fue más negativo alcanzando un valor de -56.4±10.3mV en comparación a los -45.8±3.4mV 
de los registros a 1Hz. En la figura 10D pude observarse un gráfico resumen de estos 
parámetros. El aumento de la frecuencia de estimulación también provocó una disminución 
en la velocidad de despolarización del potencial (dV/dtmax), que en el caso de los potenciales 
obtenidos a 3Hz  y 5Hz está enlentecido, llegando a valores de 72.8±12.8 mV/ms y 50.8±12.2 
mV/ms, respectivamente, mientras que los obtenidos a 1Hz (negro) tuvieron un valor de 
125.3±17.2 mV/ms (figura 10E). El potencial al cual es alcanzado el dV/dtmax también fue 
modificado al aumentar la frecuencia de estímulo, disminuyendo su valor a -7.85±2.49mV a 
3Hz  y -9.74±4.19mV a 5Hz, en comparación a los 7.69±4.0mV de los potenciales a 1Hz 
(figura 10F); en su conjunto, el aumento de la frecuencia, por sí solo, tampoco fue capaz de 
producir un efecto similar al inducido con el estímulo de ISO, sin embargo, en términos 
cualitativos, estos resultados son comparables con los obtenidos al aumentar la concentración 
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de Ca2+, sugiriendo que un aumento de la magnitud de la corriente de Ca2+ produce, 
principalmente, cambios en la velocidad de despolarización máxima y en el 
 
 
 
Figura 10.-Efecto del aumento de la frecuencia en cardiomiocitos aislados de ratas neonatas. A) AP 
representativos de cardiomiocitos aislados de ratas neonatas registrados a 1Hz (negro) y a 3Hz (rojo). B) 
gráfico de la duración del potencial de acción (APD) al 20, 50 y 90% de la repolarización, obtenido de los 
potenciales registrados a 1Hz (negro) y a 3Hz (achurado). C) gráfico de fase de los AP a 1Hz (negro) y a 
3Hz  (rojo). D) gráfico de amplitud en mV de la despolarización máxima (overshoot), del  potencial umbral 
(threshold) y del potencial de membrana en reposo (RPM) a 1Hz (negro) y 3Hz (achurado). E) gráfico de la 
derivada del potencial con respecto al tiempo, a 1Hz (negro) y a 3Hz (achurado).F) potencial al cual es 
producido el dv/dt máximo. Los asteriscos representan diferencias significativas (* p<0.05) t-student.n=12. 
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Efectos de la sobre-expresión de la subunidad CaVβ2a sobre el potencial de acción de 
cardiomiocitos aislados de ratas neonatas. 
 
 
Dado los datos obtenidos producto de la inducción del aumento de la frecuencia y/o 
incremento de la concentración de Ca2+, una de las posibilidades que explicaría los cambios 
observados, no atribuibles a las modificaciones de las dos variables recién mencionadas, son 
las modificaciones en la regulación per se del canal de calcio, es decir, la regulación de su 
cinética de activación e inactivación; en particular, la inactivación, pues este proceso ha sido 
relacionado con cambios en el APD. Como fue mencionado anteriormente, los VDCC-L 
presentan 2 tipos de inactivación, una dependiente de potencial (VDI) y otra dependiente de 
Ca2+ (CDI). A pesar de que la subunidad CaVα1.2 puede inactivarse cuando está expresada 
sola, las subunidades auxiliares CaVβ son las principales moduladores del proceso de 
inactivación dependiente de potencial (Steffen Hering et al 2013). En el caso de los VDCC-
L,  la co-expresión, particularmente de la isoforma CaVβ2a de rata, enlentece la cinética de 
inactivación, resultado que fue demostrado por el grupo de  Olcese y colaboradores, quienes 
observaron que la región N-terminal de la subunidad CaVβ2a de rata era responsable del efecto 
dramático de desaceleración de esta subunidad sobre la VDI (Isom, De Jongh et al. 1994, 
Olcese, Qin et al. 1994, Qin, Platano et al. 1998). De esta forma, para estudiar las cinéticas 
de inactivación por separado la VDI fue inhibida mediante la sobre-expresión de la subunidad 
auxiliar CaVβ2a, de manera que el AP pudiera observarse sólo cuando la CDI fuera producida. 
  
Para realizar estos experimentos, los cardiomiocitos aislados fueron infectados con un 
adenovirus que llevaba incorporado un plásmido con 2 promotores independientes capaces 
de expresar la subunidad CaVβ2a y la proteína fluorescente roja (RFP) por separado, pero 
simultáneamente (Moreno, Hermosilla et al. 2015). Luego, 48 horas post infección, los 
cardiomiocitos presentando señal fluorescente roja fueron seleccionados para registrar AP. 
Bajo estas condiciones pueden ser observados potenciales que presentan una diferencia 
importante, tanto en su forma, como en su duración (figura 11A). La sobre-expresión de la 
subunidad CaVβ2a provocó una disminución, tanto del peak, como un ensanchamiento del 
potencial. La duración del AP fue afectada en todos los puntos de la repolarización que fueron 
evaluados, aumentando en todos los casos en más de 3 veces el tiempo con respecto a los 
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potenciales control, cuyos valores fueron de 191.8±47.4 ms, 290.8±55.6 ms y 417.8±67.3 ms 
de cada APD, respectivamente (figura 11B, tabla 2). En la figura 11C es mostrado el gráfico 
de fase el cual presenta cambios importantes, por ejemplo, la forma del grafico es diferente, 
el potencial de la derivada nula tiene una diferencia notable con respecto al control (figura 
11C), mientras que el potencial de despolarización máximo (overshoot) presenta una 
 
Figura 11.- Efecto de la sobre-expresión de la subunidad CaVβ2a en los potenciales de acción de los  
cardiomiocitos aislados de ratas neonatas. A) AP representativos de cardiomiocitos aislados de ratas 
neonatas  control (negro) y sobre-expresando la subunidad CaVβ2a (rojo). B) gráfico de los APD al 20, 50 y 
90% de la repolarización, obtenidos desde los potenciales control (negro) y sobre-expresando CaVβ2a 
(achurado). C) gráfico de fase de los AP control (negro) y sobre-expresando CaVβ2a (rojo). D) gráfico de 
amplitud, en mV, de la despolarización máxima (overshoot), el  potencial umbral (threshold) y el potencial 
de membrana en reposo (RPM). E) gráfico de la derivada del potencial con respecto al tiempo. F) grafico del 
potencial al cual es alcanzado el dv/dt maximo. Los asteriscos representan diferencias significativas (* 
p<0.05), t-student. n=11. 
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disminución mayor al 50%, con un valor de 15.6±1.7 mV. Por otro lado, tanto el potencial 
umbral como el potencial de reposo no presentaron cambios (figura 11D, achurado), mientras 
que la velocidad de despolarización disminuyó en un 80%, con un valor de 25.6±6.3 mV/ms 
en comparación con los 125.3±17.3 mV/ms del control (figura 11E). Finalmente, el potencial 
al cual es obtenido el dV/dtmax también fue afectado por la sobre-expresión de la subunidad 
auxiliar CaVβ2a, desplazando este valor en 30 mV hacia potenciales más negativos, con un 
valor de -21.4±2.9 mV (figura 11F). Los resultados observados producto de esta sobre-
expresión eran en parte esperados, dadas las características previamente observadas en las 
corrientes de los VDCC-L cuando es sobre-expresada esta subunidad (moreno et al 2015). 
En cardiomiocitos infectados con CaVβ2a puede ser visto que la corriente tipo L es de mayor 
magnitud, pero con una activación más lenta y una desaceleración, casi total, de la 
inactivación. De esta forma, el aumento de magnitud de corriente tipo L, al igual que lo 
observado anteriormente, produciría la disminución de la dV/dtmax y el desplazamiento del 
potencial al cual es alcanzado este valor, mientras que la perdida de la inactivación podría 
explicar la diferencia observada en la fase de meseta, ya que al estar los canales activados 
por un tiempo mayor, aumentaría con ello su duración. 
 
Efectos de las corrientes de bario sobre el potencial de acción de cardiomiocitos aislados 
de ratas neonatas 
 
 
Los VDCC-L tienen propiedades de permeabilidad complejas, y exhiben varias 
selectividades a cationes divalentes y monovalentes, (Hess et al. 1986). Dentro de estas 
propiedades destaca el Ba2+ como cation permeante, el cual presenta una mayor 
permeabilidad que el Ca2+, lo cual se ve traducido como una mayor densidad de corriente 
cuando son utilizadas concentraciones similares a las del Ca2+. El uso del Ba2+ como ion 
permeante a traves de los VDCC-L es ampliamente conocido y usado para eliminar la CDI, 
(Gonzalo Ferreira et al 1997), ya que este cation divalente no es capaz de unirse a CaM. Es 
así que, aprovechando este recurso, el Ca2+ externo fue reemplazado por Ba2+ para inhibir la 
CDI y de esta forma, analizar el efecto de obtener corrientes tipo L sólo con VDI, sobre el 
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potencial. Para este ensayo los cardiomiocitos fueron mantenidos en la solución con Ba2+ 
durante el tiempo completo de los registros. En los potenciales obtenidos con Ba2+ 
extracelular, al igual que con los obtenidos en cardiomiocitos sobre-expresando CaVβ2a, 
fueron observados cambios en la forma del AP: mayor duración y con un potencial de 
despolarizacion máximo, menor que los cardiomiocitos control (figura 12A). El Ba2+ externo 
tambien generó cambios en todos los puntos de la repolarizacion medidos, aumentando los 
 
Figura 12.- Efecto del reemplazo del Ca2+ extracelular por Ba2+ en la inhibición de la inactivación 
dependiente de Ca2+ (CDI) en cardiomiocitos aislados de ratas neonatas. A) AP representativos de 
cardiomiocitos aislados de ratas neonatas control (negro) y con Ba2+ como ion permeante (rojo). B) gráfico de 
la APD al 20, 50 y 90% de la repolarización, obtenidos de los potenciales control (negro) y con Ba2+ como 
ion permeante (achurado).C) gráfico de fase de los AP control (negro) y con Ba2+ como ion permeante (rojo). 
D) gráfico de amplitud, en mV, del overshoot, del threshold y del RPM. E) gráfico de la derivada del potencial 
con respecto al tiempo. F) gráfico del potencial al cual es alcanzado el dv/dt máximo. Los asteriscos 
representan diferencias significativas (* p<0.05), t-student. n=8. 
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tiempo de los APD20, 50 y 90 con valores de 68.7±13.7 ms, 167.9±23.1 ms y 279.3±34.4 
ms, respectivamente (figura 12B). El gráfico de fases muestra disminuciones en sus derivadas 
pero no en su forma (figura 12C). Los parámetros inferidos a partir del gráfico de fases son 
mostrados en la figura 12D, en la cual puede observarse que el uso de Ba2+ como cation 
permeante no cambia el potencial máximo alcanzado, así como tampoco el potencial umbral 
ni el de reposo (tabla 2). Además, de manera similar a lo ya observado para la  sobre-
expresión de la subunidad CaVβ2a, tanto la velocidad máxima de despolarizacion como el 
potencial al cual es obtenida ésta, son menores, con valores de 62.5±12.9 mV/ms y -
9.12±4.09 mV respectivamente (figura 12E,F), probablemente producto del aumento de la 
corriente.  
 
 
Tabla 2.- Resumen de los  parámetros de la forma y duración del potencial de acción de cardiomiocitos 
aislados de ratas neonatas  
 APD20 APD50 APD90 Overshoot RPM Threshold dV/dt max V a dV/dt max 
control 19.8±3.2 42.6±6.5 121.2±13.7 37.9±2.7 -74.6±2.5 -45.8±3.4 125.3±17.2 7.6±4.0 
5mM 16.2±2.9 41.0±5.3 125.9±30.1 29.6±4.9* -83.4±4.7 -43.0±3.9 79.7±17.9* -3.3±2.6* 
3Hz 24.3±4.0 51.8±7.3 143.5±14.4 21.7±3.3* -72.8±4.7 -47.5±8.2 72.8±12.8* -7.8±2.4* 
5Hz 12.4±2.8 52.8±13.5 128.1±31.3 15.0±4.4* -71.7±5.5 -56.4±10.3 50.8±12.2* -9.7±4.1* 
β2a 191.8±47.4* 290.8±55.6* 417.8±67.3* 15.6±1.7* -70.5±8.3 -50.3±6.8 25.6±6.3* -21.4±2.9* 
Ba2+ 68.7±13.7* 167.9±23.1* 279.3±34.4* 28.9±3.0 -72.2±10.6 -48.3±10.2 62.5±12.9* -9.1±4.0* 
 Los asteriscos reprentan diferencias significativas (* p<0.05), t student. 
 
 
Corriente de calcio tipo L durante el potencial de acción de cardiomiocitos aislados de 
ratas neonatas 
 
 
 Todos los experimentos hasta aquí realizados, y los parámetros obtenidos, estaban 
enfocados directamente a entender cuál de los efectos sobre la corriente de Ca2+ que genera 
el estímulo con ISO es el que realmente produce los cambios en la forma del AP. Sin 
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embargo, al observar de manera global el AP no puede ser aseverado que los cambios son 
exclusivos de la corriente de Ca2+, sino que también pueden estar involucradas otras 
conductancias presentes en las distintas fases, por lo que en su conjunto, los experimentos 
anteriores nos entregan información parcial del aporte de la corriente de Ca2+; dada la 
complejidad de los AP, el ver y aislar la corriente de Ca2+ pasó a ser fundamental para hacer 
un análisis de la regulación que sufre el canal tipo L la que permite generar los cambios 
observados en el AP. Para realizar este acercamiento fue utilizada la técnica de AP-dinámico 
descrita en materiales y métodos, con la cual fueron registrados AP de los cardiomiocitos 
aislados de ratas neonatas con una solución AP por 2 minutos. Posteriormente los registros 
fueron promediados y guardados como protocolo de pulso, de forma que este protocolo de 
pulso fuera usado para estimular la misma célula. Luego de realizar un registro de 1 minuto, 
inyectando el pulso a la misma frecuencia en la cual fue obtenido el AP para establecer una 
línea de base de corriente como respuesta a este estímulo, fue perfundida la solución AP 
agregando 100nM nifedipino, un bloqueador especifico de los canales de calcio tipo L. Para 
el análisis de los datos, la corriente obtenida, en presencia de nifedipino, es restada a la 
corriente original, obteniéndose así solo la corriente tipo L. 
Con este protocolo es observada una corriente tipo L de densidad de 3.18±0.53 pA/pF, 
la cual es activada en los primeros 30 ms del AP, y que tiene una duración que se prolonga 
casi el mismo tiempo que dura el AP (figura 13A). En la figura 13B puede observarse la 
cinética de disminución de corriente que se asemeja a la cinética observada en la 
repolarización del AP.  
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Corriente de calcio tipo L generada por estimulación -adrenérgica durante el 
potencial de acción de cardiomiocitos aislados de ratas neonatas. 
 
 
Dado que la estimulación de los cardiomiocitos de ratas neonatas con ISO induce un 
acortamiento del AP y un corrimiento del potencial al cual es alcanzada la velocidad máxima 
de despolarización (figura 8), decidimos observar el comportamiento de la corriente de calcio 
tipo L en cardiomiocitos estimulados con ISO. Como es observado en la figura 14, las 
corrientes de Ca2+ tipo L, bajo estas condiciones, muestran una activación y un decaimiento 
con una velocidad mayor en comparación a su AP (figura 14A); la comparación directa con 
la corriente de Ca2+, en condición control, reafirma este punto, puesto que  los cardiomiocitos 
estimulados con ISO presentan una disminución de la corriente que comienza antes (figura 
14B). Al comparar la cinética de decaimiento de la corriente con la cinética de repolarización 
del AP, es observado que la estimulación produce que la cinética de disminución de la 
corriente sea más rápida que la cinética de disminución del AP.  
 
Figura 13- Corriente de calcio tipo L durante el potencial de acción en cardiomiocitos aislados de ratas 
neonatas. A) corriente de Ca2+ tipo L representativa durante el AP de cardiomiocitos aislados de ratas neonatas, 
comparada con el AP en tiempo real. B) comparación del decaimiento de la corriente de Ca2+ tipo L 
normalizada con respecto al AP. n=7 
A) B) 
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Los parámetros medidos desde la corriente, en estas condiciones, son mostrados en la 
figura 14D, presentándose la comparación de la estimulación con ISO con la corriente 
control; en esta comparación puede observarse que no hay diferencias significativas en la 
densidad de la corriente con 4.68±0.9 pA/pF en el caso del control y 4.79±1.6 pA/pF en los 
estimulados. No son observadas diferencias en el tiempo que la corriente demora en alcanzar 
su máximo (velocidad de activación) , sin embargo, sí hay diferencias significativas en el 
tiempo total de la corriente cuando este tiempo es normalizado con el tiempo de su APD, es 
decir, disminuye el tiempo que dura la corriente durante el AP en un 35%; sin embargo, hay 
un cambio en el porcentaje de corriente al 20% de la repolarización del potencial (parámetro 
escogido para medir la velocidad de inactivación de la corriente), que en cardiomiocitos 
 
Figura 14.- Efecto de la estimulación β-adrenérgica en la corriente de calcio tipo L durante el potencial 
de acción de cardiomiocitos aislados de ratas neonatas. A) corriente de Ca2+ tipo L durante el AP de 
cardiomiocitos aislados de ratas neonatas estimulados con ISO, comparada con el potencial en tiempo real. 
B) Corriente Ca2+ tipo L estimulada con ISO (rojo) comparada con la corriente tipo L control (negro). C) 
Comparación del decaimiento de la corriente de Ca2+ tipo L estimulada con ISO, normalizada con respecto 
al AP C) Comparación del decaimiento de la corriente de Ca2+o tipo L normalizada con respecto al AP. D) 
gráfico de barras que resume los datos de los siguientes parámetros:  densidad de corriente vs tiempo al 
máximo de la corriente (TTP) normalizado por la velocidad de despolarización máxima (dv/dtmax), tiempo 
total de la corriente (TTC) normalizado por el tiempo total del AP, porcentaje de corriente al 20% de la 
repolarización del AP, y la carga total (Q). Los asteriscos representan diferencias significativas (* p<0.05), 
t-student. n=6. 
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estimulados con ISO es menor, con un valor del 55% en comparación al 85% del control, 
comprobando que el estímulo -adrenérgico induce un aumento en la cinética de decaimiento 
de la corriente. Finalmente, para estimar la cantidad de Ca2+ que ingresa a la célula durante 
un AP, la carga total, equivalente a la integral de la corriente, fue calculada, y como es 
observado en la figura 14C, no presenta diferencias entre los cardiomiocitos estimulados con 
ISO respecto al control (tabla 3). 
 
Efecto del aumento de frecuencia sobre la corriente de calcio tipo L durante el potencial 
de acción de cardiomiocitos aislados de ratas neonatas 
 
La corriente de Ca2+, estimulada con ISO, observada durante el AP explica, en gran 
medida, la forma de los potenciales que fueron observados en un comienzo. El rápido 
decaimiento de la corriente podría explicar por qué, a pesar de haber un aumento en su 
densidad, el proceso de inactivación es más rápido, lo que resultaría en un acortamiento del 
potencial y no un alargamiento como sería esperado por el aumento de la corriente. Con el 
fin de comprender cómo este efecto puede estar determinado por las cinéticas de activación 
e inactivación fue medido de qué forma cambia la corriente bajo el aumento de la frecuencia 
para así evaluar la facilitación dependiente de Ca2+ dentro del AP. La corriente de Ca2+ tipo 
L fue registrada inyectando los potenciales pregrabados a 3Hz a esa misma frecuencia. Bajo 
esta condición, fue observada una corriente de rápida activación (Figura15A), lo que es 
ilustrado de mejor forma al compararla con la corriente control (figura15B). La cinética de 
decaimiento de esta corriente, al igual que en cardiomiocitos estimulados a 1 Hz de 
frecuencia, está correlacionada con la cinética de su propio AP como es observada en la 
figura 15C. El gráfico de la figura 15D muestra que no hay diferencias en la densidad de la 
corriente entre la frecuencia de 3Hz y el control, mientras que el tiempo que demora la 
corriente en llegar al máximo, normalizado por la velocidad de aumento, presenta una 
disminución en su tiempo, sin embargo no es significativo con un valor del control de 
367.7±58.19 ms2/mV, mientras que a 3Hz es de 233.2±66.9 ms2/mV, lo que sugiere que al 
aumentar la frecuencia, el canal es activado más rápidamente (coherente con la facilitación 
dependiente de Ca2+). El tiempo total de la corriente, normalizado por la duración del 
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potencial, no presenta diferencias con respecto al control. Para determinar la velocidad de 
deactivación de la corriente, en las distintas condiciones, fue establecido el porcentaje de 
corriente existente al 20% de repolarización del AP, el cual tampoco presenta cambios con 
respecto a la corriente control. Finalmente, la carga total movilizada no se ve afectada al 
aumentar la frecuencia con un valor de  163±59.2 pC. En su conjunto y bajo la pregunta que 
nos hicimos al evaluar el aumento de frecuencia, estos resultados demuestran que el aumento 
de frecuencia tiene una tendencia acelera la activación de la corriente de Ca2+, sin modificar 
su cinética de inactivación.  
 
 
 
Figura 15.- Corriente de calcio tipo L registrada durante el potencial de acción, a una frecuencia de 
3Hz, en cardiomiocitos aislados de ratas neonatas. A) corriente de Ca+2 tipo L, en tiempo real, durante el 
AP de cardiomiocitos aislados de ratas neonatas. B) Comparación de la corriente a 3hz (rojo) con la corriente 
tipo L control (negro). C) comparación del decaimiento de la corriente de Ca+2 tipo L normalizada con 
respecto al AP. D) gráfico de barras que resume los datos de los siguientes parámetros: densidad de la 
corriente, tiempo al máximo de la corriente (TTP) normalizado por la velocidad de despolarización máxima 
(dv/dtmax), tiempo total de la corriente (TTC) normalizado por el tiempo total del AP, porcentaje de la 
corriente al 20% de la repolarización del AP, y la carga total (Q,). Los asteriscos representan diferencias 
significativas (* p<0.05), t-student. n=6. 
 
A) B)
C) D)
3Hz
1Hz
*
*
59 
 
Efecto de la sobre-expresión de la subunidad CaVβ2a sobre las corrientes de calcio tipo 
L durante el potencial de acción de cardiomiocitos aislados de ratas neonatas 
 
 
Siguiendo con los posibles mecanismos que fueron propuestos para explicar el efecto 
del ISO sobre el AP, el siguiente paso fue observar las cinéticas de inactivación del canal, 
mediante el aislamiento de la CDI. Estos experimentos fueron llevados a cabo con 
cardiomiocitos aislados de ratas neonatas e infectados con adenovirus recombinantes para 
sobre-expresar la subunidad CaVβ2a. Como era de esperarse, la corriente de Ca2+ tipo L en 
 
Figura 16.- Efecto de la inhibición de la VDI, durante el potencial de acción, sobre la corriente de calcio 
tipo L en cardiomiocitos aislados de ratas neonatas y sobre-expresando la subunidad CaV2a. A) 
corriente de Ca2+ tipo L bajo la sobre-expresión de la subunidad CaVβ2a durante el AP de cardiomiocitos 
aislados de ratas neonatas en tiempo real. B) Corriente de Ca2+ tipo L bajo la sobre-expresión de la subunidad 
CaVβ2a   comparada con la corriente control. C) Comparación del decaimiento de la corriente de Ca2+ tipo L 
normalizada con respecto al AP. D) gráfico de barras que resume los datos de los siguientes parámetros: dad 
de corriente, tiempo al máximo de la corriente (TTP) normalizado por la velocidad de despolarización máxima 
(dv/dtmax), tiempo total de la corriente (TTC) normalizado por el tiempo total del AP, porcentaje de corriente 
al 20% de repolarización del AP, y la carga total (Q). Los asteriscos representan diferencias significativas (* 
p<0.05), t-student. n=6. 
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cardiomiocitos que sobre-expresan la subunidad CaVβ2a, presenta una mayor densidad que 
las observadas en la condición control (figura 16A).  
Al comparar la corriente obtenida, en estos cardiomiocitos directamente con la 
corriente obtenida en situación control, puede observarse que hay un aumento de la densidad 
de la corriente y que el decaimiento de esta misma es más pronunciado (figura16B), 
observación que destaca al comparar la cinética del AP con la cinética de la corriente tipo L. 
En la figura 16C puede observarse que la corriente de Ca2+ tipo L tiene una duración menor 
que el AP que la genera. Estos cambios son observados en distintos parámetros en la Figura 
16D, en donde fueron comparados con respecto al control, la densidad de corriente, la cual 
no presenta cambios significativos (de 4.68±0.9 pA/pF a 7.72±2.4 pA/pF) (tabla 3). El tiempo 
que demora la corriente en llegar a su máximo, así como el tiempo total de la corriente 
normalizada por la duración del AP no presentan diferencias significativas. El porcentaje de 
corriente presente al 20% de la repolarización del AP no se encuentra incrementado cuando 
la subunidad CaVβ2a está sobre-expresada; de estos resultados puede inferirse que, al 20% de 
repolarización del AP, la corriente ha transcurrido en su 16%. Es decir, que al 20% de 
repolarización, queda el 84% de corriente restante. Finalmente, la carga total no presenta 
diferencias significativas con un valor de 387.4± 96.8 pC (figura 16F). Estos datos 
concuerdan con lo observado en la morfología del AP: una mayor corriente, que a pesar de 
no ser significativa,  es suficiente para generar un AP con mayor duración.  
 
Efecto de la inhibición de CDI sobre las corrientes de calcio tipo L durante el potencial 
de acción de cardiomiocitos aislados de ratas neonatas 
 
El siguiente mecanismo involucrado en la regulación del canal y que fue analizado 
para evaluar si podría estar generando los cambios observados por efecto del ISO fue la 
corriente tipo L utilizando Ba2+ como catión permeante. Como puede observarse en la figura 
20, las corrientes de Ba2+ durante el AP son corrientes que son activadas en los primeros 
milisegundos del potencial, pero que a su vez, son deactivadas con una mayor velocidad 
comparado a la velocidad de repolarización de su propio AP (figura 17A). Al comparar la 
corriente de Ba2+ con la corriente de Ca2+, la activación se torna más lenta pero carente de 
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una diferencia sustancial en su amplitud máxima (figura 17B). En la figura 17C puede 
observarse que el proceso de deactivacion, bajo la inhibición de CDI, es aún más rápido que 
el observado para los cardiomiocitos que sobre-expresan la subunidad CaVβ2a (figura 16C),  
y la corriente termina antes que transcurra la mitad del AP. 
  
La Figura 17D muestra los parámetros medido comparados con respecto al control, 
en donde la densidad de corriente Ba2+ no presenta diferencias con respecto a las corrientes 
de Ca2+. Tampoco son observadas diferencias en el tiempo que demora la corriente en llegar 
al máximo, ni el tiempo total de la corriente (tabla 3). Como puede observarse en la figura 
17C, el porcentaje de corriente que existe al 20% de la repolarización es de un 29± 3.9 %, 
 
Figura 17.-Cinética de la inactivación de la corriente de calcio tipo L durante el potencial de acción 
bajo la inhibición de la CDI en cardiomiocitos de ratas neonatas A) corriente de Ba2+ tipo L durante el 
AP de cardiomiocitos aislados de ratas neonatas, comparada con el potencial en tiempo real. B) Corriente 
Ba2+ tipo L comparada con la corriente tipo L control. C) Comparación del decaimiento de la corriente de 
Ba2+tipo L normalizada con respecto al AP C) Comparación del decaimiento de la corriente de Ba2+   tipo L 
normalizada con respecto al AP. D) Gráfico de barras que resume los datos de los siguientes parámetros: 
densidad de corriente, tiempo al máximo de la corriente (TTP) normalizado por la velocidad de 
despolarización máxima (dv/dtmax), tiempo total de la corriente (TTC) normalizado por el tiempo total del 
potencial de acción, porcentaje de corriente al 20% de repolarización del AP, y la carga total (Q). Los 
asteriscos representan diferencias significativas (* p<0.05), t.student. n=8. 
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por lo que prácticamente la corriente de Ba2+ es activada y deactivada de manera muy 
parecida a lo que ocurre en los controles. La carga total del Ba2+ se mantiene sin cambios 
significativos. 
 
Cinéticas de la corriente de calcio tipo L de cardiomiocitos aislados de ratas neonatas 
que sobre-expresan la subunidad CaVβ2a bajo la estimulación con Isoproterenol, 
durante el potencial de acción. 
 
Dado que la estimulación -adrenérgica induce cambios, principalmente en la 
velocidad de deactivación de la corriente tipo L durante el potencial de acción, es esencial 
entender cómo funciona y cómo es regulada la inactivación de la corriente tipo L en 
cardiomiocitos estimulados con ISO durante el AP. Por tanto, el siguiente paso fue registrar 
el cambio del AP, producto de la estimulación con ISO, en cardiomiocitos aislados de ratas 
neonatas, e infectados con la subunidad CaVβ2a. Un ventaja accesoria de esta aproximación 
es que previamente fue demostrado que en cardiomiocitos que sobre-expresan esta subunidad 
y que son estimulados con forskolina (activador de la AC) no fue observado un aumento de 
la corriente tipo L, pero si cambios en la velocidad de inactivación. 
Los potenciales obtenidos en estas condiciones fueron comparados con respecto a los 
potenciales de los cardiomiocitos sobre-expresando la subunidad CaVβ2a sin estimular con 
ISO. Similar a lo observado en cardiomiocitos controles, la estimulación con ISO aumentó 
el peak del AP y disminuyó su duración (figura 18A), produciendo cambios significativos en 
los APD20, 50 y 90, los cuales disminuyeron, alcanzando valores de 63.37±14.6 ms, 
127.3±11.4 ms y 279.7±22.2 ms, respectivamente (figura 18B). El gráfico de fases de la 
figura 18C muestra que el potencial al cual su derivada es nula (valor de despolarización 
máxima) es mayor, lo cual está reflejado en los parámetros resumidos en la figura 18D, donde 
son observadas diferencias en el overshoot, cuyo valor fue de 35.2±7.3 mV, en comparación 
a los 15.6±1.7 mV obtenidos en cardiomiocitos que sobre-expresan la subunidad CaVβ2a. Por 
otro lado, no fueron detectados cambios en el potencial umbral ni en el potencial de reposo. 
Por su parte, la velocidad de despolarización máxima presenta diferencias cuando el estímulo 
con ISO provoca que la despolarización sea más rápida, llegando a un valor de 66.4±20.4 
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mV/ms, en comparación al AP de cardiomiocitos sobre-expresando CaVβ2a sin estimular que 
es de 25.6±6.3 mV/ms (figura 18E). El potencial al cual es obtenido el dV/dtmax  también es 
modificado, desplazándose hacia potenciales más positivos con un valor de 1.7±6.6 mV 
(figura 18F). 
 
 
 
Figura 18.- Efecto de la estimulación con Isoproterenol sobre los potenciales de acción de 
cardiomiocitos aislados de ratas neonatas sobre-expresando CaV2a. A) AP representativos de 
cardiomiocitos aislados de ratas neonatas que sobre-expresan la subunidad CaVβ2a, sin estimulación (negro) y 
estimulados con ISO (rojo). B) gráfico de fase de los AP de cardiomiocitos sobre-expresando la subunidad 
CaVβ2a, sin estímulo (negro) y con ISO (rojo). C) gráfico de las APD al 20, 50 y 90% de la repolarización 
obtenidas de los potenciales de los cardiomiocitos sobre-expresando la subunidad CaVβ2a, sin estímulo (negro) 
y con ISO (achurado). D) gráfico de la amplitud, en mV, del overshoot, del Threshold  y del RPM. E) gráfico 
de la derivada del potencial con respecto al tiempo. Los asteriscos representan diferencias significativas (* 
p<0.05), t-student. n=5. 
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Comparación del potencial de acción y de las cinéticas de la corriente de calcio tipo L 
bajo la inhibición de la VDI, con y sin estimulación con Isoproterenol en cardiomiocitos 
neonatos de ratas. 
 
 
 
Al estudiar la corriente tipo L durante el AP de cardiomiocitos sobre-expresando la 
subunidad CaVβ2a y que fueron estimulados con ISO, es observada una corriente de 
activación lenta pero de decaimiento rápido (figura 19A). Al comparar su cinética con la 
cinética del AP de la misma célula, es observado que el proceso de activación es más lento, 
mientras que la deactivación es más rápida, ocurriendo antes de la mitad de la duración de su 
AP (figura 19B). Al comparar las cinéticas de las corrientes durante los AP de los 
 
Figura 19.-Cinética de la corriente de calcio tipo L en cardiomiocitos que sobre-expresan la subunidad 
CaVβ2a  bajo el estímulo con Isoproterenol A) corriente de Ca+2 tipo L en tiempo real durante el AP de 
cardiomiocitos aislados de ratas neonatas sobre-expresando la subunidad CaVβ2a. B) comparación del 
decaimiento de la corriente de Ca+2 tipo L normalizada con respecto al AP. C) Comparacion de las cineticas 
de decaimiento de la sobreexpresión de la subunidad CaVβ2a con y sin estimulo (rojo y negro respectivamente. 
D) Gráfico de barras que resume los datos de los siguientes parámetros: densidad de corriente, tiempo al 
máximo de la corriente (TTP) normalizado por la velocidad de despolarización máxima (dv/dtmax), tiempo 
total de la corriente (TTC) normalizado por el tiempo total del potencial de acción, porcentaje de corriente al 
20% de repolarización del AP, y la carga total (Q). Los asteriscos representan diferencias significativas de 
los cardiomiocitos sobre-expresando la subunidad más el estímulo con ISO, con respecto a los sin estímulo 
y sobre-expresando la subunidad de CaVβ2a (* p<0.05), t-student. n=5. 
 
A) B)
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cardiomiocitos infectados con CaVβ2a, tanto controles como estimulados con ISO, puede 
observarse que la estimulación β-adrenérgica induce un incremento en la velocidad de 
deactivación (Figura 19C), sin cambiar significativamente la densidad de la corriente, las 
cuales fueron de 7.72±2.4 pA/pF y 3.17±0.84 pA/pF. Por otro lado, el tiempo que demoró la 
corriente en llegar a su máximo y el tiempo total de la corriente, normalizado por la duración 
de su mismo AP no fueron afectados, así como también la carga total que no presenta cambios 
significativos. El porcentaje de corriente restante al 20% de repolarización sin embargo, 
presenta diferencias significativas,  puesto que  la estimulación con ISO  es capaz de 
aumentar la cinética de inactivación, lo que es traducido en un aumento de la corriente que 
hay al 20% de repolarización que va desde el 19% al 31%. (figura 19D, tabla 3). 
 
 
Tabla 3.- Comparación de parámetros de la corriente de calcio tipo L bajo distintas condiciones y 
estímulos. 
 
 
 pA/pF TTP TTPnorm TTC TTCnorm I%APD20 Qtotal 
Control 3.18±0.53 12.1±1.12 367.7±58.1 134.2±12.4 0.85±0.03 80.1±0.2 200±46.8 
3Hz 9.6±5.25 7.9±1.01 233.2±66.9 116.5±14.7 0.8±0.04 67.9±7.2 163.08±59.2 
CaVβ2a. 7.72±2.44 26.16±6.5 459.57±161.3 133.3±17.3 0.84±0.03 81.8±1.9 387.4±96.8 
Ba2+ 5.41±1.02 10.08±1.7 271.62±65.4 109.02±15.8 0.66 ±0.07 71.47±3.96 237.36±52.45 
ISO 4.79±1.66 8.32±0.99 321.3±69.7 95.08±18.1 0.51±0.06* 55.1±8.7* 148.1±32.46 
β2a + Iso 3.17±0.8 
  
23.4±4.24 
  
531.3±90.90 114.66±15.88 0.70±0.05 69.6±4.3** 213.5±60.73** 
Los asteriscos representan diferencias significativas (* p<0.05), t student.* en comparación al control, ** en 
comparación a CaVβ2a. 
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Discusión 
 
La contracción cardiaca es un proceso altamente regulado por el sistema nervioso 
simpático, la liberación de catecolaminas y la posterior activación de los receptores β-
adrenérgicos (Tsien, Giles et al. 1972, Dukes and Vaughan Williams 1984, Rohrer, Schauble 
et al. 1998, Fuller, Emrick et al. 2010, Xu, Zhao et al. 2016). La activación de los receptores 
β-adrenérgicos provoca un aumento en el ritmo cardiaco, en la contractibilidad, en la 
frecuencia de la relajación, así como también, en la conducción del impulso a través del 
nódulo aurículo-ventricular (AV). La estimulación de estos receptores conduce a un aumento 
de la producción de AMP cíclico a través la enzima AC, la cual activa a PKA para que esta 
última fosforile a un conjunto de proteínas reguladoras que son claves, puesto que controlan 
el ciclo de acoplamiento excitación-contracción, proceso que está estrechamente relacionado 
con los AP (Tsien, Giles et al. 1972). En cardiomiocitos de rata adulta bajo estimulación β-
adrenérgica, los AP sufren un acortamiento generado por el efecto de las fosforilaciones de 
los distintos canales iónicos que son activados durante la despolarización y la repolarización 
del potencial de membrana (Tsien, Giles et al. 1972, Kamp and Hell 2000, Buck, Plavchak 
et al. 2013). Las corrientes que contribuyen a cada fase del AP dependen del tipo de tejido 
cardíaco, así como de la especie y de la edad de desarrollo del animal. De manera similar, la 
morfología del AP depende de estas mismas variables (Maoz, Krogh-Madsen et al. 2009, 
Bett, Kaplan et al. 2016). La activación de los canales de Ca2+  tipo L, durante la 
despolarización, genera la fase meseta del AP cardiaco, fase que determina, en gran medida, 
la duración del AP y por ende, su morfología (Josephson, Sanchez-Chapula et al. 1984, 
Mazzanti and DeFelice 1990). Bajo la estimulación β-adrenérgica este canal es fosforilado 
en el dominio C-terminal de la subunidad CaV1.2, y responde aumentando la densidad de la 
corriente debido, principalmente, a un aumento de la probabilidad de apertura (Po) 
(Kobrinsky et al., 2003; Hulme et al., 2006b; Shawn et al., 2013). Como fue descrito 
anteriormente, el canal de Ca2+ tipo L es el responsable de la fase meseta del potencial, y por 
lo tanto, las modificaciones que sufra esta corriente tendrán una repercusión en la forma del 
AP. Actualmente es conocido que el aumento de la corriente, producido por la estimulación 
β-adrenérgica, explicaría por qué en ciertas especies el AP aumenta su duración, pero en el 
caso de las especies como la rata donde éste disminuye su duración, la regulación de la 
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corriente sería la clave. Es por ello que el objetivo de este trabajo fue estudiar la regulación 
que ejerce la estimulación β-adrenérgica sobre las corrientes de Ca2+ tipo L mediante el uso 
del agonista Isoproterenol (ISO), en cardiomiocitos aislados de ratas neonatas. En el estadío 
neonatal, los cardiomiocitos aún no han completado su diferenciación y por tanto, no tienen 
la morfología y la organización subcelular que tienen los cardiomiocitos adultos. Una de las 
diferencias más notorias es la falta de un subsistema tubular T,  junto con ello, los 
cardiomiocitos de ratas neonatas tienen una menor expresión de canales de Ca2+ tipo L 
(Poindexter, Smith et al. 2001, Lundy, Zhu et al. 2013, Peter, Bjerke et al. 2016). Es por ello 
que, en primer lugar, fue estudiado el efecto de la estimulación con ISO en los cardiomiocitos 
aislados de ratas neonatas. Nuestros resultados confirman que la corriente de Ca2+ tipo L es 
sensible a la estimulación β-adrenérgica mediante ISO, a pesar de las diferencias 
estructurales y organizativas. El ISO indujo un aumento significativo de la corriente de Ca2+ 
tipo L, la cual incrementó casi 3 veces en densidad (figura 7). Este aumento confirma que la 
estimulación con ISO, en los cardiomiocitos aislados de ratas neonatas obtenidos en nuestro 
laboratorio, es producida de acuerdo a lo descrito en la bibliografía reportada (Tsien, Bean et 
al. 1986, Benitah, Alvarez et al. 2010).  
El siguiente paso fue observar el efecto de ISO en el AP; para ello fueron evaluados 
distintos parámetros que permitieran describir el potencial y sus fases. Entre ellos, fue 
escogida la medición de la duración del potencial de acción que ha transcurrido en un (APD) 
al 20, 50 y 90% de la repolarización. Estos porcentajes de la repolarización seleccionados no 
son antojadizos y son usualmente escogidos en trabajos de este tipo (Song, Shryock et al. 
2001, Ravens, Katircioglu-Ozturk et al. 2015, Heijman, Erfanian Abdoust et al. 2016, Tixier, 
Lombardi et al. 2017): cuando la repolarización ha transcurrido en un 20%, la fase meseta es 
iniciada y en este punto nos permitió evaluar las diferencias en la corriente de Ca2+ 
principalmente. En el caso del 50% de la repolarización pudimos ver los canales de K+ 
implicados y nos permitió tener una idea de cómo éstos fueron afectados por las diferencias 
en las corrientes de Ca2+, ya que el final de la fase meseta influye directamente en la 
repolarización, en la cual inicialmente influyen los canales de K+ activados por Ca2+. 
Finalmente, cuando la repolarización había transcurrido en un 90%, en este punto pudimos 
evaluar prácticamente la finalización del proceso global. Los resultados obtenidos muestran 
que los potenciales inducidos por ISO presentan un acortamiento en su duración (figura 8A), 
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la que es significativamente menor al  20 y 90% de la repolarización (figura 8B). Estos 
resultados se condicen con el efecto que produce, este estímulo, en rata adulta, sin embargo 
no deja de sorprender, en primera instancia, que las corrientes tipo L aumenten por efecto de 
ISO, pero el APD20 haya disminuido, es decir la fase meseta decrece afectando la morfología 
del AP de los cardiomiocitos neonatos; esta disminución de la fase meseta y del proceso 
global del AP puede deberse a su efecto sobre los canales de Ca2+ y K+. Para esclarecer que 
podía estar pasando, y examinar detalladamente las propiedades de los potenciales, cada 
punto, de las corriente control y aquella obtenida en presencia de ISO, fue derivado con 
respecto al tiempo y con estos nuevos datos fue realizado un gráfico de fases, el cual, nos 
permitió detectar una fuerte superposición entre los potenciales control versus los potenciales 
generados por la estimulación con ISO (figura 8C), lo que está reflejado en los parámetros 
que fueron extraídos desde  el gráfico de fases, mostrados en la figura 8D. Los primeros 
puntos de la despolarización están involucrados directamente con la activación e inactivación 
de los canales de Na+, por lo que, al no haber diferencias en la despolarización máxima del 
potencial (overshoot) y en el potencial umbral (threshold) entre ambos tipos de AP, indicaría 
que en ratas neonatas el ISO no afecta a los canales de Na+, lo cual es contrario a lo reportado 
para las corrientes de Na+ evocadas mediante pulsos cuadrados (Bernd Schubert et al 1989), 
lo que también podría interpretarse como un menor número de canales activos, pero, sin 
embargo, éstos estarían activándose más rápido. 
El potencial en reposo tampoco fue afectado, lo cual no es sorpresa, ya que éste habla 
principalmente de las permeabilidades relativas de K+ en reposo, las cuales no son 
usualmente afectadas bajo este estímulo -adrenérgico (Sheu, Korth et al. 1980, Fozzard and 
Sheu 1982). 
En relación a la velocidad con la que es alcanzado el potencial máximo (dV/dt 
máximo), no presentó diferencias, lo que respalda, por una parte, que los canales de Na+, o 
no fueron afectados o su activación es más rápida, y por otro lado, que la activación de los 
canales de Ca2+, bajo el estímulo con ISO, no generó un cambio en el equilibrio entre estas 
permeabilidades (figura 8E). El potencial al cual es alcanzada la despolarización máxima 
evidencia diferencias significativas; este punto es el punto de quiebre del término de la 
despolarización, por lo que el ISO, a pesar de no afectar la velocidad de disparo, el potencial 
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al cual es alcanzada esa velocidad es producido más rápido, es decir,  los canales de Na+ son 
activados más rápido y por lo tanto, llegan al máximo antes, en términos de potencial (figura 
8F). Para comprender como son afectadas las permeabilidades y las conductancias de Na+ en 
estas condiciones, es necesario estudiarlas en mayor profundidad pero no es el objetivo de 
esta tesis. 
Como ya fue descrito, en este trabajo fue comprobado que el efecto de la estimulación 
con ISO es fundamentalmente provocar un aumento en la densidad de la corriente de Ca2+, 
probablemente mediante un incremento de la probabilidad de apertura, y que, que en el AP, 
este estímulo es traducido como una disminución en el APD20 y 90, y un cambio en el 
potencial al cual es alcanzada la velocidad máxima de despolarización. Para observar si estas 
diferencias estaban dadas por la respuesta de los canales tipo L a ISO, optamos por aumentar 
la corriente de Ca2+ por otros métodos. Una de las maneras más sencillas y rápidas para 
aumentar la densidad de la corriente de Ca2+ es mediante un aumento de la concentración de 
Ca2+ extracelular. Este aumento de la concentracion extracelular de Ca2+ incrementa la fuerza 
electoquímica de este ion, y aumenta las corrientes de entrada mediante los canales de Ca2+ 
tipo L en cardiomiocitos, proceso que ya ha sido bien descrito (Reuter 1967, Orkand and 
Niedergerke 1964, Dudel et al 1966). Sin embargo, el aumento de la corriente no explica, y 
tampoco está reflejado, en la duración del AP (figura 12A,B), pero sí produce que el potencial 
de despolarización máximo esté afectado, disminuyéndolo; esto implica que la permeabilidad 
a Ca2+ fue tan favorecida, que fue capaz de desplazar y afectar la permeabilidad realtiva a 
Na+, adelantando la despolarización máxima, la cual genera la activación de esos canales 
(figura 9C,D). La velocidad del disparo también fue afectada, disminuyendo su valor, efecto 
que fue observado también en el overshoot, esto puede explicarse como que la permeabilidad 
a Ca2+ comienza anticipadamente a afectar la permeabilidad de los canales de Na+, por lo que 
el disparo pierde velocidad, y además, porque también es modificado el potencial al cual es 
alcanzado ese dV/dtmax (figura 9E, F). El aumento de la corriente no produjo los mismos 
efectos que indujo el ISO, pues no explica la disminución del potencial, e incluso genera 
cambios en parámetros que no fueron modificados bajo el estímulo del ISO , por lo que el 
efecto del -agonista, sobre el AP, no es debido al incremento de la corriente. 
Por otro lado, también como parte de la respuesta β-adrenérgica, el corazón aumenta 
la frecuencia de su contracción, y por ende, aumenta la frecuencia de los AP. A ritmos 
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cardíacos rápidos, la recuperación incompleta de la corriente de Ca2+ tipo L, antes del 
siguiente latido, es un mecanismo importante que podría acortar el APD, el cual es 
fisiológicamente esencial para preservar la diástole, para el llenado ventricular y el flujo 
sanguíneo coronario (Klaus W. Linz and Rainer Meyer 1998). Después de la repolarización, 
los canales de Ca2+ tipo L salen de la etapa de la inactivación con una cinética característica, 
la cual es dependiente del potencial y del tiempo, por lo que la velocidad y el grado de 
inactivación de la corriente por estos procesos, durante la fase meseta tardía, tiene una 
influencia importante sobre la repolarización; por otro lado, ha  sido demostrado que los 
canales de Ca2+ tipo L tienen un nivel adicional de regulación dependiente del potencial, y 
también del uso de la actividad del canal denominada facilitación, la cual puede definirse 
ampliamente como un incremento en la actividad del canal resultante de una o varias 
despolarizaciones precedentes, por lo que el aumento de frecuencia nos permite además 
evaluar este proceso,  lo que podría explicar las diferencias observadas en el APD20 y 90 
(Kamp, Hu et al. 2000).  Al aumentar la frecuencia en cardiomiocitos de ratas neonatas, el 
acortamiento en el APD observado bajo el estímulo con ISO no es producido, pero si son 
observadas diferencias en los mismos puntos en que fue generado el aumento de la corriente, 
así como una disminución en el máximo potencial alcanzado de despolarización, de la 
velocidad de disparo y del potencial al cual es alcanzado el dV/dtmax: estos cambios, sobre 
todo el máximo potencial alcanzado de despolarización, podrían estar explicados por 
diferencias en la activación e inactivación del canal de Ca2+ tipo L (figura 10). De esta forma, 
es confirmado que un aumento de las corrientes tipo L produce cambios en estos parámetros, 
y no en la duración del AP. 
 Durante un AP normal, la corriente de Ca2+ tipo L alcanza su máximo 
tempranamente, desencadenando la liberación robusta de Ca2+ desde el SR antes de 
inactivarse, parcialmente, gracias a dos procesos: la CDI, mediada por la unión de Ca2+ a 
CaM unida al extremo carboxi-terminal del canal, y la VDI, dependiente de estructuras 
intrínsecas del canal y modulada por la subunidad CaVβ. Los cambios que ejerce la 
estimulación con ISO podrían estar explicados, directamente, en la regulación de las 
propiedades cinéticas del canal de tipo L. La evidencia actual sugiere que la CDI es el proceso 
de inactivación fundamental, ya que cuando el Ca2+ está unido a CaM, los canales son 
desactivados más rápidamente. Para clarificar este punto, en los cardiomiocitos de ratas 
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neonatas fue sobre-expresada la subunidad CaVβ2a, conocida por enlentecer, de manera 
dramática, la cinética de inactivación de VDI (Olcese et al, Steffen Hering et al 2013), con 
el fin de que, al inhibir la VDI, sería posible aislar y observar sólo la CDI.  Los potenciales 
resultantes en estos cardiomiocitos tienen cambios a nivel de todos los APD registrados, lo 
que fue opuesto a lo observado en presencia de ISO; en estas células, el potencial es 
observado con una mayor duración, aumentando en más de 2 veces el tiempo que demora en 
terminar (figura 11A, B). El overshoot y la velocidad de disparo también están disminuidos, 
en mayor medida que en todos los estímulos antes estudiados, y el potencial al cual fue 
alcanzada la velocidad máxima de despolarización fue desplazada notablemente hacia 
potenciales más negativos (figura11). Parte de estos efectos eran esperables, ya que el efecto 
de la sobre-expresión de la subunidad CaVβ2a ha sido ampliamente estudiado, y es sabido que 
provoca un aumento en la densidad de la corriente, una activación más lenta del canal y que 
cambia la dependencia de potencial hacia potenciales más negativos, lo cual indica que, 
durante el AP, el canal será activado antes. Estos factores, en concordancia con lo visto con 
anterioridad, son suficientes para explicar la diferencia en el overshoot, en el dV/dtmax y en 
el potencial al cual es alcanzado este último. Lo anterior sugiere que el aumento de la APD 
es debida, principalmente, a la falta de VDI y por tanto, podemos separar los efectos debidos 
al aumento de la corriente con aquellos generados por cambios en la velocidad de 
inactivación.  
 Con el fin de comprobar si el efecto observado sobre la APD era debido a la 
alteración de un tipo de inactivación o era dependiente de la velocidad de inactivación en 
forma inespecífica fue realizado un ensayo similar, pero ahora inhibiendo la CDI para 
analizar el efecto de la VDI aislada. Para esto fue utilizado Ba2+ como ion permeante. Como 
era esperado, si el aumento de la APD fuera dependiente de la velocidad de inactivación de 
la corriente y no de un tipo particular de inactivación, en estos experimentos serían 
observados efectos similares a los observados bajo la sobre-expresión de la subunidad 
CaVβ2a, es decir, un aumento en la duración del AP, una disminución en la velocidad máxima 
de despolarización y en el potencial al cual es obtenida esta última (figura 12): los dos últimos 
efectos, probablemente debidos al aumento de la corriente, esperables ya que el Ba2+ conduce 
mejor que el Ca2+ a través de estos canales aumentando la densidad de la corriente, y el primer 
efecto producto del mayor tiempo que permanece la corriente activa. 
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 Pese a que los resultados obtenidos son coherentes, es importante señalar que el uso 
del Ba2+ para inhibir la CDI, no es la mejor opción, ya que parte de los efectos observados 
pueden estar dados por efectos del Ba2+ sobre otros canales y no por su efecto inhibiendo la 
CDI (Jiang and MacKinnon 2000, Gibor, Yakubovich et al. 2004). Los iones Ba2+ han sido 
utilizados ampliamente para investigar los mecanismos de permeación de una variedad de 
canales de K+. El radio del cristal de Ba2+ es similar al de  K+, y su carga más fuerte, lo que 
le permite encajar firmemente en el filtro de selectividad del canal de K+ (Jiang y MacKinnon, 
2000); por otro lado el Ba2+ también es capaz de bloquear los canales rectificadores tardíos 
como la corriente Ito cuando el canal está abierto (Armstrong y Taylor, 1980; Eaton y 
Brodwick, 1980), y afecta además directamente a los canales de K+ dependientes de Ca2+. 
Los promiscuos efectos del Ba2+ nos permiten tener una idea de cómo actúa la VDI aislada, 
sin embargo no puede ser aseverado que estos efectos sobre la descripción de la morfología 
del AP sean debidos exclusivamente a las cinéticas de la corriente de Ca2+. Si bien el uso de 
mutantes de CaM podría subsanar estas dificultades, éstos no estaban disponibles al momento 
de la realización de esta tesis y son experimentos que serán realizados en el futuro.   
 En la parte superior del AP, cuando la despolarización alcanza entre 40 y 50mV, es 
activada la corriente  de Ca2+ tipo L; sin embargo, a estos potenciales, la corriente está cercana 
a su potencial de reversión, haciendo que la densidad de ésta sea pequeña. Además, el 
potencial al cual la corriente alcanza su máximo no es obtenido antes de la repolarización de 
la célula, por lo que los canales son inactivados sin haber alcanzado su máximo (Linz and 
Meyer 1998). Esta diferencia en la activación e inactivación de la corriente de Ca2+ durante 
el AP demuestra que las corrientes que son generadas a pulsos fisiológicos son 
completamente distintas a las observadas bajo pulsos cuadrados, por lo que, a pesar de que 
la estimulación de cardiomiocitos con ISO y la observación de las corrientes tipo L con pulsos 
cuadrados provoca un aumento significativo de esta corriente, la manera en que este agonista 
puede estar modificando la corriente de Ca2+ puede ser completamente distinta durante el 
AP. De hecho, dados los resultados anteriores, es esperable que, en cardiomiocitos 
estimulados con ISO, no hubiese un aumento de la corriente de Ca2+, pues no son observados 
cambios en la velocidad máxima de despolarización o en el potencial al cual ésta es obtenida 
y por otro lado, sería esperable un aumento en la inactivación de la corriente, dado que es 
observada una disminución en la duración del AP.  
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 Es por ello que fue fundamental evaluar, la corriente y el estímulo, en tiempo real 
durante el AP. Para ello fue utilizada la técnica de patch-clamp de potenciales de acción 
dinámicos, técnica que fue introducida por el grupo de Trautwein (Doerr et al., 1990), y que 
está basada en la existencia de drogas con acción específica y la inyección de un AP 
pregrabado para la medición de la corriente de compensación. Esta técnica tiene sus 
limitaciones, una de ellas es la velocidad con la que el sistema es capaz de registrar los 
cambios de potencial. Por ejemplo, no es posible registrar las corrientes de Na+ bajo esta 
modalidad producto de la rapidez de la corriente. Esto expone otro artefacto del sistema: dado 
que la pipeta forma un capacitor, producto de que el vidrio de borosilicato es un aislante y 
existen diferencias en las concentraciones iónicas entre el interior de la pipeta y la solución 
externa, al cambiar la perfusión de solución AP por perfusión con solución más nifedipino, 
el cambio en el nivel de la solución de baño provoca que, entre las corrientes iniciales y las 
con nifedipino, los capacitores sean distintos. Es por ello que al restar las corrientes off-line, 
los capacitores no son completamente restados, provocando que parte de la activación de la 
corriente de Ca2+ esté enmascarada por ellos. Es por ello que al hacer las mediciones de las 
corrientes no fue posible el ajuste de la activación. Para tener una medida de lo que sería la 
activación del canal fue medido el tiempo que toma la corriente en llegar al peak, y luego fue 
normalizada con respecto a la velocidad de despolarización.  
 Las corrientes basales de Ca2+ obtenidas, bajo esta técnica, son corrientes 
prolongadas cuya duración es casi la misma que la del AP, y que son activadas e deactivadas 
de forma conjunta al AP, por lo que fisiológicamente el canal responde a la cinética del AP 
(figura 13).  La estimulación de cardiomiocitos con ISO, por su parte, genera un cambio en 
la cinética de la corriente; está ya no se superpone a la cinética del AP como lo hace la 
corriente sin estímulo, si no que aumenta su velocidad de decaimiento. La corriente no se ve 
aumentada significativamente, y su cinética de activación no varía. Las cinéticas de 
decaimiento se vuelven más rápidas, sin embargo la carga total no presenta cambios. Esto 
podría estar explicado por qué la carga total está calculada mediante la integral de la corriente 
total, por lo que depende del tiempo activo de la corriente: en cardiomiocitos estimulados 
con ISO la corriente es deactivada más rápido, a pesar de tener un peak mayor de corriente, 
ésta dura menos tiempo y compensa la cantidad de carga (figura 14). Estos resultados 
muestran que, de cierta manera, la corriente durante el AP sigue siendo sensible a un estímulo 
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-adrenérgico, y que efectivamente su efecto sobre esta corriente es el que genera, al menos 
en parte, los cambios en la morfología del AP.  
 En la búsqueda de la comprensión de como este efecto está determinado por las 
cinéticas de activación e inactivación, nuevamente medimos el aumento de la frecuencia, 
pero esta vez observando la corriente en tiempo real. Bajo este estímulo, la corriente presentó 
una cinética de decaimiento bastante similar a la cinética del AP, sin embargo, el aumento de 
la frecuencia provocó una disminución en el tiempo que demora la corriente en llegar al peak, 
y a pesar de observarse un pequeño aumento, no significativo, en el tiempo total de la 
corriente, ese pequeño aumento es suficiente para generar cambios en la carga total (figura 
15). El incremento de la frecuencia sobre la cinética del canal genera la facilitación del canal, 
proceso que explica parcialmente el efecto del ISO; sin embargo, observar la cinética bajo 
cada una de las inactivaciones entrega información esencial para entender cómo funciona el 
canal durante el AP. 
 Para estudiar la inactivación de la corriente durante el AP fueron usados dos 
estrategias, en primer lugar, la sobre-expresión de la subunidad CaVβ2a la cual produce un 
aumento significativo en el peak de la corriente, así como también en el tiempo total que ésta 
está activa. La cinética de decaimiento de la corriente comparada con la cinética del potencial 
propio de la sobre-expresión de la subunidad CaVβ2a  no presenta una gran diferencia: la 
corriente de Ca2+ decae casi en conjunto con el AP. Estos resultados que, ya fueron discutidos 
para los cambios en la morfología del potencial, eran esperados y están correlacionados 
completamente con lo observado en el AP, no obstante, la cinética de inactivación, con 
respecto al potencial, la duración del potencial y su cinética de decaimiento son similares, 
pero la corriente sigue inactivándose relativamente en los tiempos que presenta la corriente 
control si lo comparáramos con un AP control (figura 17). Al contrario de lo que hubiésemos 
pensado para el Ba2+, dados los potenciales comparables con la sobre-expresión de CaVβ2a, 
la corriente no tiene cambios significativos en densidad, así como tampoco en los tiempos 
que demora en llegar a su máximo, o la duración completa de la corriente. Su cinética de 
inactivación, con respecto a su propio potencial, tampoco presenta diferencias claras, asi 
como tampoco la (figura 17). Este resultado sorprendió al no presentar diferencias 
significativas con respecto al control, ya que el Ba2+ es un ion más permeable que el Ca2+, 
hubiésemos esperado que también hubiese una mayor densidad de corriente. Sin embargo, 
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como también fue descrito previamente, el Ba2+ genera una respuesta sucia, y parte de los 
resultados pueden deberse al bloqueo que ejerce sobre canales de K+. Aun así, entrega una 
mirada general a lo que podría estar generando la VDI. En su conjunto, los resultados de las 
cinéticas de inactivación VDI y CDI, explican cómo es modificada la inactivación durante el 
AP, donde al parecer, la VDI tendría menos peso en cuanto al desarrollo del decrecimiento 
de la corriente. Sin embargo, abren una pregunta fundamental de cómo la corriente de Ca2+ 
produce un aumento en la duración del AP incluso cuando esta corriente ya no está activa, 
para lo cual serán necesarios otros experimentos. 
 Finalmente para observar como el estímulo mismo afecta las cinéticas de 
inactivación fueron obtenidos potenciales y corrientes de cardiomiocitos con sobre-expresión 
de la subunidad CaVβ2a en cardiomiocitos estimulados con ISO. Bajo esta condición, la 
comparación fue realizada entre los potenciales de células sobre-expresando CaVβ2a, ya sea 
con o sin estímulo. Los resultados muestran que la estimulación de células con ISO tiende a 
compensar la disminución de la APD, el máximo potencial de despolarización, el overshoot 
y la velocidad de despolarización.  Todo esto sugiere que la disminución de la APD, en 
células bajo estimulación -adrenérgica, le basta sólo la CDI para generar los efectos que 
observamos en el AP (figura 18). Las cinéticas que muestra el estímulo bajo el aislamiento 
de CDI, también muestran una compensación en la cinética de inactivación, por lo cual, el 
tiempo total de la corriente también disminuyó, en conjunto con la carga total. La activación 
también fue favorecida, proceso que bajo la sobre-expresión de la subunidad CaVβ2a está 
enlentecido, pero que la estimulación con ISO vuelve a acelerar (figura 19). 
Lamentablemente no fue posible realizar experimentos de estimulación -adrenérgica con 
Ba2+, experimentos que nos permitirían demostrar el papel fundamental que cumple el CDI 
sobre el VDI en la respuesta -adrenérgica. Para lograr estos experimentos está planificado 
utilizar versiones de la CaM mutada, de manera que la respuesta, efectivamente sea específica 
del proceso de inactivación y no producto de respuestas generadas en otros canales. 
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Conclusiones  
 
Los datos presentados en este trabajo de tesis muestran que el estímulo con 
Isoproterenol (ISO), agonista β-adrenérgico, produce un acortamiento en la duración del AP 
en cardiomiocitos aislados de ratas neonatas, efecto que es mantenido en estadíos adultos. El 
acortamiento del AP, bajo este estímulo, es producido sin modificar la cinética del potencial 
mismo, es decir, no altera parámetros como el potencial de despolarización, potencial de 
reposo ni potencial umbral. Estos resultados dieron a lugar a la siguiente interrogante ¿cuál 
de los efectos que genera el ISO en los cardiomiocitos, específicamente sobre el canal de 
Ca2+ tipo L, produce ese cambio en la morfología del AP? Los datos obtenidos de los AP 
demostraron que, tanto el aumento de la magnitud de la corriente como la facilitación 
mediada por el aumento de frecuencia, no son capaces de generar un acortamiento del AP, 
sin embargo generan cambios en parámetros cinéticos del AP como la despolarización 
máxima, su velocidad y el potencial al cuales obtenida ésta. De estos resultados es posible 
concluir que, a pesar de que el ISO produce un aumento en la corriente, biológicamente este 
aumento no es significativo como para generar la modificación morfológica del AP. Al 
observar si estas modificaciones eran debidas a  la regulación per se del canal de Ca2+ 
mediante la regulación de su cinética de activación e inactivación, tanto la VDI como la CDI 
mostraron que, al ser inhibidas, el AP aumenta en duración, efecto que corrobora el hecho de 
que el ISO acelera cada uno de estos procesos, por los que, al inhibirlos, el potencial 
desarrolla el efecto contrario y aumenta en duración. Con ello fue demostrado que, 
efectivamente, son estas cinéticas las que son capaces de modificar la duración del AP, por 
lo que el ISO actúa mediante la modulación de éstas. Al observar el efecto del ISO sobre la 
CDI, destaca el hecho de que son restaurados parte de los parámetros que fueron modificados, 
por lo que esto sería un indicio de que la CDI es la que estaría mayormente implicada en el 
proceso. Al observar las corrientes durante el AP, el ISO aumenta la corriente, pero no 
aumenta la carga, lo que implicaría que no estaría aumentando la cantidad de Ca2+ que entra; 
este resultado implicaría que el aumento en la fuerza de contracción del cardiomiocito, que 
ha sido reportado bajo el estímulo β-adrenérgico, no es debido al aumento de la corriente de 
Ca2+ dependiente del canal de tipo L, por lo que la explicación a este fenómeno es que el 
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aumento de la contractibilidad no es producto de una modificación del canal, si no que 
dependería, directamente, de la activación de los receptores de rianodina. Finalmente, para 
poder determinar de mejor manera las contribuciones de cada una de las inactivaciones del 
canal de Ca2+ durante el AP de cardiomiocitos estimulados, es necesario observar la VDI 
mediante el uso de calmodulinas mutadas, de esta forma, con la sobre-expresión de éstas y 
aplicando el estímulo β-adrenérgico, podría ser determinado, de forma efectiva, cuál de las 
inactivaciones tiene mayor relevancia. Por otro lado, para confirmar si el receptor de 
rianodina es el principal responsable del aumento en la contracción cardiaca, es necesario 
observar la concentración de Ca2+ mediante sondas de Ca2+ fluorescentes en cardiomiocitos 
con y sin estímulo. 
 
Proyecciones 
Las conclusiones desprendidas de este trabajo nos entregan nuevos antecedentes del 
comportamiento del canal de Ca2+ tipo L bajo el estímulo β-adrenérgico. La comprensión de 
estas modulaciones nos permitirá, a futuro, realizar tratamientos contra enfermedades que 
son producidas cuando la activación de los receptores β-adrenérgicos es prolongada, 
situación que sucede en patologías como arritmias e insuficiencia cardiaca.   
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Anexo 
 
Técnica de Patch-Clamp 
 
Una célula obtiene sus propiedades eléctricas directamente de las propiedades 
eléctricas de su membrana. La membrana, a su vez, adquiere estas propiedades gracias a su 
conformación de lípidos y proteínas, tales como los canales iónicos y los medios intra y 
extracelular. Como fue mencionado en la introducción, existe una diferencia de potencial 
eléctrico entre el interior y el exterior de las células, el cual es generado por la diferencia de 
gradientes electroquímicas de los diferentes iones presentes en dichos medios. En este 
sentido, el uso de un equipo electrofisiológico permite medir la diferencia de potencial entre 
ambos medios.  
Para poder medir estas diferencias de potencial es utilizado un electrodo que permite 
comparar, electrónicamente, el potencial del interior de la célula con la tierra eléctrica, que 
es colocada en el medio exterior. Para lograr la mantención de un potencial especifico, es 
necesaria la conexión de una “resistencia de retroalimentación”, conectada entre la señal de 
potencial de membrana y la señal de potencial de comando, de manera que cualquier 
diferencia de potencial, entre estas dos señales, sea traducida en una corriente retrógrada que 
modificará el potencial de membrana hasta igualarlo al potencial de comando, inclusive 
cuando cambios en la permeabilidad son producidos por la apertura de canales (Neher and 
Sakmann 1992).  
Dado que la corriente que es inyectada para la mantención del potencial es 
directamente proporcional a la corriente que fluye a través de la membrana, el registro de 
aquélla corriente permite estudiar el comportamiento de los canales iónicos. El amplificador 
permite generar dos modalidades diferentes, una de ellas es la modalidad Voltaje-clamp (VC) 
o mantención del potencial, para la cual, el equipo inyecta un potencial de comando el cual 
es observado como una corriente. La segunda modalidad es Current-clamp (CC) o 
mantención de la corriente; en esta modalidad, el equipo inyecta una corriente para observar 
un potencial. Para la comunicación entre la computadora y el amplificador es utilizada una 
interfase que convierte señales analógicas a digitales y viceversa (Figura A1). 
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Para obtener los registros electrofisiológicos, la pipeta (generalmente compuesta de 
borosilicato y con un orificio de aproximadamente 1 µm) es aproximada a la superficie 
celular; una vez hecho el contacto entre la membrana y la pipeta, una ligera presión negativa 
es aplicada al interior de la pipeta lo que hace que parte de la superficie de la membrana sea 
invaginada dentro de la pipeta. Este paso es rápidamente seguido por la unión de la membrana 
y de la superficie del vidrio lo cual produce un sello de alta resistencia eléctrica (del orden 
de los GΩ.) entre el vidrio y la membrana celular. De esta manera, es posible aislar, 
eléctricamente, la región de la membrana delimitada por la pipeta del resto de la membrana, 
posibilitando el control del potencial eléctrico de la membrana, exclusivamente en dicha 
región: esta primera configuración es conocida como cell-atached.  
 Posterior a esta unión, es posible romper la membrana plasmática circunscrita a la 
pipeta aplicando una presión negativa y generando así, la entrada de la solución de pipeta 
dentro de la célula. De esta manera, el operador puede tener el control del potencial de toda 
la membrana celular, generando así la configuración whole-cell o de célula completa (Pclamp 
9 user guide) 
80 
 
 
 
 
AP-Clamp. 
 
 El AP-Clamp es una colección de técnicas estrechamente relacionadas que han sido 
empleadas en la electrofisiología cardíaca para proporcionar respuestas directas a numerosas 
preguntas de investigación sobre mecanismos celulares básicos de formación, de 
transferencia, y de sincronización de los AP.  El AP-Clamp está caracterizado por la 
evaluación, en tiempo real, y por la inyección de la corriente de membrana, por lo que es una 
herramienta poderosa en la electrofisiología cardíaca. Una mejora en estas técnicas fue incluir 
 
 
Figura A1.- Configuración experimental para la realización de la técnica de patch-clamp. A) En primer 
lugar es mostrada una célula sumergida en una solución de registro externa, dentro de una cámara de registro 
que está conectada a través de una micropipeta. La micropipeta contiene una solución interna que conecta el 
interior de la célula al electrodo de plata. El flujo de corriente medido durante un experimento es igual y 
opuesto a la corriente de la micropipeta. B) Un diagrama de la configuración cell-attached muestra la 
micropipeta que hace contacto con la membrana celular en donde es generada una unión que sella la membrana 
en el interior de la pipeta. Al aplicar succión a este sello, la membrana es abierta permitiendo que la solución 
de la pipeta pase a ser la solución interna de la célula; de esta forma, es obtenido el control total del potencial 
de membrana. Modificado de electrophysiologists, Boris Barbour  2014. 
 
 
 
81 
 
el dinamismo a los pulsos, es decir que, en vez de utilizar pulsos cuadrados, es utilizado un 
potencial de acción pregrabado como potencial de comando (Wilders 2006)  
 Las bases para poder entender por qué esta técnica nos permite generar un 
acercamiento más fisiológico de las corrientes es recordando que las técnicas 
electrofisiológicas funcionan visualizando la célula como un circuito RC (Figura A2A). Así 
la membrana, en conjunto con las soluciones intra y extracelulares, cumpliría la función de 
un capacitor, a través del cual pasa una corriente IC equivalente a C*dV/dt, mientas que los 
canales por los cuales pasa la corriente iónica Ii son representados como la resistencia R. La 
corriente It que pasa a través del circuito será la suma de la corriente iónica y la corriente 
capacitiva. En un protocolo de VC convencional, el potencial es forzado a cambiar en pulsos 
cuadrados, siendo este cambio lo más rápido posible desde un nivel estable, a otro (Figura 
A2B). Bajo estas condiciones, cuando el potencial es constante, dV/dt es cero y por lo tanto 
la corriente capacitiva también es cero (Figura A2B), siendo la corriente total igual a Ii. Al 
aplicar un estímulo de AP, el potencial no es constante, exactamente como ocurre 
fisiológicamente, sino que el estímulo es un potencial que varía en el tiempo, por lo que la 
corriente total, a través de la membrana, es igual a cero, ya que la corriente capacitiva 
compensará a la corriente iónica (Figura A2C, D). 
  Dado que los AP son el resultado de la activación secuencial de distintos canales 
iónicos y que la corriente iónica total es la suma de todas las corrientes individuales, la 
inhibición de un canal, en particular, implica que para que el amplificador mantenga la 
corriente total igual a cero, éste tiene que inyectar la corriente faltante, es decir, la corriente 
que debiese pasar a través del canal bloqueado. Así, de manera off-line, a las corrientes 
originales que existen antes de bloquear el canal de interés les puede ser restado las corrientes 
que son obtenidas en presencia del bloqueador. Al hacer esta resta, será obtenida la corriente 
dependiente del canal bloqueado (ver figura A3).  
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Patch-Clamp de potenciales de acción dinámico 
 
Una variación de la técnica de AP-clamp es el AP-clamp dinámico (Raikov, Preyer et 
al. 2004, Wilders 2006), en el cual, el AP que es utilizado como protocolo de pulso es el 
promedio de los AP obtenidos de la misma célula a la cual le será inyectado el pulso. Esto 
genera un sistema de simulación, en tiempo real, que proporciona un ajuste más fisiológico 
que el AP-clamp tradicional ya que considera las modificaciones post-traduccionales 
(fosforilaciones por ejemplo) o las proporciones de cada uno de los canales presentes en cada 
 
 
Figura A2.- Patch-clamp de potencial dinámico. A) Esquema del circuito RC aplicable a la célula. B) 
ecuación descrita por Hodgink y Huxley para la obtención de la corriente total. C) Demostración de la 
corriente obtenida bajo un protocolo de pulso cuadrado, donde la corriente capacitiva=0; además es mostrada 
la comparación del protocolo de pulso cuadrado versus el protocolo dinámico de inyección de AP, donde es 
observada una corriente completamente diferente. Modificado de Electronics for electrophysiologists, Boris 
Barbour  2014. 
A) B)
C)
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célula. En este caso, una corriente iónica nativa de un cardiomiocito, bloqueada 
farmacológicamente, responde al estímulo original  de la célula. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura A3.-Obtención de la corriente de calcio tipo L dinámica. Para la obtención de la corriente de Ca2+ 
tipo L, es restada, de manera off-line, la corriente obtenida a partir de la inyección del AP como estímulo, en 
presencia de una solución extracelular que contiene nifedipino, un bloqueador de la corriente tipo L, a la 
corriente obtenida sin nifedipino. La corriente resultante, post resta, corresponde a la corriente Ca2+ tipo L.   
-
I total
Control 
I total
Nifedipine
I L-type Ca2+- =
=
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